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本論文で用いた略号 

MVB：multivesicular body  

Rab：ras gene in rat brain 

Arf：ADP-ribosylation factor 

GTP：guanosine triphosphate 

SNARE：soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors 

NSF：N-ethylmaleimide-sensitive factor 

α-SNAP：soluble NSF-attachment protein 

VAM：vacuolar morphology 

VPS：vacuolar protein sorting 

Stx：syntaxin  

Ypt：yeast protein two 

Sec：secretory 

Sec17p：SEC17-encoded protein 

Sec18p：SEC18-encoded protein 

ATP：adenosine triphosphate 

SM：Sec1/Munc18 

HOPS：homotypic fusion and vacuole protein sorting 

GDP：guanosine diphosphate 

REP：Rab escort protein 

GGT：geranylgeranyl transferase 

GEF：guanine nucleotide exchange factor 

GAP：GTPase-activating protein 

GDI：GDP dissociation inhibitor 
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LECA：last eukaryotic common ancestor 

Mon1-Ccz1：monensin-sensitivity 1/calcium caffeine zinc sensitivity 1 

PtdIns3P：phosphatidylinositol 3-phosphate 

PtdIns (3,5) P2：phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate 

EE：early endosome 

LE：late endosome 

v-SNARE：vesicular-SNARE 

t-SNARE：target-SNARE 

VE：visceral endoderm 

ExE：extra-embryonic ectoderm 

AV：apical vacuole 

Lamp2：lysosome-associated membrane protein-2 

IgG：immunoglobulin G 

TJ：tight junction 

NEC：necrotizing enterocolitis  

FcRn：neonatal Fc receptor 
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序章 

ヒトを含むすべての生物の体の最小単位は細胞であり、栄養の摂取、エネルギーの産生、老廃物

の処理などをはじめとする、ほとんどの生命現象は細胞単位で行われている。エンドサイトーシス

は真核生物の細胞に普遍的に備わる機能であり、細胞による外部からの栄養物質の取り込み、神経

伝達物質の放出サイクル、免疫応答反応等、様々な生命現象において非常に重要である。 

エンドサイトーシスはクラスリン被覆小胞を介して、様々な細胞外分子や細胞膜タンパク質など

を細胞内に取り込む機構である。これらの取り込まれた分子は、小胞輸送を介して、初期エンドソ

ームに輸送された後、後期／多小胞体エンドソーム（multivesicular body, MVB）を経て最終的にリ

ソソーム／液胞で分解される（図 1）。この一連の輸送経路は、Rab、ADP-ribosylation factor（Arf）

をはじめとする多数の低分子量 GTPase（G タンパク質）により協調的に制御されている(Palm and 

Thompson, 2017; Watts, 2012; Xie et al., 2017)。 

 

小胞輸送の基本的メカニズム 

小胞輸送の基本的なメカニズムは、出芽、輸送、係留および融合の 4つのステップから成り立つ

(Bonifacino, 2014; Bonifacino and Glick, 2004)。まず、小胞を覆うコートタンパク質がドナーコンパー

トメント（送り手側）膜の特定領域に集まった後、輸送するタンパク質（積み荷）が選別され、G

タンパク質などの小胞輸送関連タンパク質もリクルートされる。次に、この特定領域の膜が細胞質

側に陥入し（出芽）、くびり取られることで積み荷を乗せた小胞が形成される。その後、この小胞

はコートタンパク質を遊離し（脱コート）、細胞骨格に沿ってアクセプターコンパートメントへ輸

送される（輸送）。輸送された小胞は小胞膜上のGタンパク質とアクセプターコンパートメント（送

り手側）の膜に局在する係留タンパク質との相互作用によりアクセプターコンパートメントに係留

される。最後に膜架橋構造を形成する SNARE タンパク質により小胞とアクセプターコンパートメ

ントの膜融合が行われることで、一連のメンブレントラフィックが完了する。 

SNAREタンパク質は、1993年にRothmanらが発見し、1998年には精製 SNAREタンパク質と人
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工脂質二重膜リポソームから、SNARE依存性プロテオリポソーム膜融合を in vitroで完全再構成す

ることに初めて成功した。 SNARE の特異的シャペロンタンパク質である NSF

（N-ethylmaleimide-sensitive factor）、α-SNAP（soluble NSF-attachment protein）、そして SM（Sec1/Munc18）

タンパク質は、SNARE タンパク質複合体の解離会合を制御すると考えられている。一方、出芽酵

母を用いた遺伝学・細胞生物学的研究から、SNARE 以外の他の膜融合遺伝子群の重要性も数多く

報告されてきた。 
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エンドサイトーシス経路の制御因子 

 出芽酵母はエンドサイトーシスを含む細胞膜小胞研究の非常に優れたモデル生物である。エンド

サイトーシス経路の制御因子の多くは、出芽酵母を用いた解析から同定されている。酵母の液胞は、

内部が酸性に保たれ、物質の分解およびその分解物の再利用を担っているという点から、哺乳動物

がもつリソソームと相同のオルガネラだと考えられている。酵母を用いた研究から、液胞形成に関

わる VAM（Vacuolar morphology）/ VPS（Vacuolar protein sorting）遺伝子群が同定された(Wada et al., 

1992)。VAM 遺伝子は 9 種類同定されており、それらは変異株の表現形によって 2 つのクラスに分

類できる（表 1）。それらの遺伝子変異株で液胞の消失がみられるものをクラスⅠとし、一方、液胞

が多数の小胞の形で変異株内に蓄積する多小胞体構造がみられるものをクラスⅡと呼ぶ。VAM1、

VAM5、VAM8、VAM9の 4種類の遺伝子はクラスⅠに、VAM2、VAM3（Stx7）、VAM4（YPT7）、VAM6、

VAM7の 5種類の遺伝子はクラスⅡに分類される。そして 2008年に、従来からの SNAREタンパク

質に加えて、2種類の SNAREシャペロン複合体（NSF/SNAPのホモログである Sec17p / Sec18p/ATP

複合体、および SMタンパク質を含むHOPS（homotypic fusion and vacuole protein sorting）複合体）

が同定された(Mima et al., 2008)。これらのテザリング分子の多くはRabやArfファミリーの低分子

量Gタンパク質の局在場所によって特定の場所にリクルートされ、RabまたはArf、それからSNARE

複合体との相互作用を介して、輸送小胞をアクセプターコンパートメントへ係留する（図 2）。 
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小胞輸送制御における低分子量Gタンパク質の機能 

 低分子量Gタンパク質は小胞輸送のすべてのステップを制御する。細胞内の小胞形成および小胞

輸送の調整を行うメンバーはArfとRabである(Arrazola Sastre et al., 2021)。ArfおよびRabは、Ras

スーパーファミリーに所属するサブユニット構造をもたない 20-30kDa 程度の低分子量Ｇタンパク

質である。これらの G タンパク質は脂質化修飾を受けて膜に固定され、GTP が結合する活性型の

状態およびGDPが結合する不活性型の状態を繰り返す分子スイッチとして機能する(Arrazola Sastre 

et al., 2021)。Arfの機能は出芽の調節で、コートタンパク質を介した積み荷の選別、膜の弯曲および

小胞形成の促進までのメンブレントラフィックの初期のステップを制御する。一方、Rabは小胞輸

送の一連のステップをすべて制御し、出芽、細胞骨格に沿った輸送、およびテザリング分子や

SNARE複合体との相互作用を介した膜融合を調節する。 

Gタンパク質の活性型または不活性型へのスイッチングはさまざまな制御因子で調節されている

(Hutagalung and Novick, 2011)。Rabのスイッチ on-off調節機構について詳細を述べるとまず、翻訳

された GDP 結合型 Rab が Rab エスコートタンパク質 (REP) に結合し、Rab ゲラニルゲラニルト

ランスフェラーゼ (Rab GGT) の触媒作用により脂質化修飾を受け、C 末端でゲラニルゲラニル基

が付加される (プレニル化) 。続いてこのGDP結合型Rabのプレニル基が標的膜へ挿入され、グア

ニンヌクレオチド交換因子 (GEF) の作用により不活性型 Rab に結合した GDP の解離および GTP

の結合が生じることで活性型Rabが形成される。その後、Rabの不活化にはGTP ase活性化タンパ

ク質 (GAP) が活性型 Rab に結合し、GTP を GDP へ加水分解するという過程を経ることで、Rab

が不活化状態へ戻る。不活化した Rab はグアニンヌクレオチド解離阻害因子 (GDI) との結合によ

り疎水性脂質化修飾部位が覆われ、細胞質中に戻る。このようなGEFとGAPサイクルを介した機

構がRabの分子スイッチとしての機能を調節する。 
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エンドサイトーシス経路の膜動態を制御する Rabの機能 

Rasスーパーファミリー中でも最大のファミリーを形成するRab（Ras gene in rat brain）は、1987

年に Touchotらにより、ラット脳組織 cDNAライブラリーによりRasと相同性が高い遺伝子として

単離されたことで発見された(Touchot et al., 1987)。Rabは多数のアイソフォームから成り立ち、全

ての真核細胞で普遍的に保存され、あらゆる組織で行われる小胞輸送の制御因子として全身で発現

している。アイソフォームの数は生物種により異なり、ヒトやマウスではこれまでに 60 種類以上

が報告されているが、コアRabと呼ばれる 5つのセット（Rab1、Rab5、Rab6、Rab7、Rab11）が酵

母から後生成物、真菌、植物で進化的で保存されている(Dunst et al., 2015)。Rabファミリーは真核

生物の共通祖先（last eukaryotic common ancestor；LECA）に存在した 15から 23種類のRabをコア

として拡大し、これらのRabは細胞間コミュニケーション、組織のパターニング、分化した細胞の

機能に必要な小胞輸送経路のさらなる複雑性を反映すると考えられている(Dunst et al., 2015)。 

Rabファミリーに属するそれぞれのメンバーは特定のオルガネラ膜に局在し、エンドサイトーシ

ス経路の膜動態を制御する。エンドサイトーシス経路は細胞表面および細胞外の分子を細胞の中に

輸送するための主要な経路を構成している。最初に、細胞膜の一部がくびれとられエンドサイトー

シス小胞を形成する。エンドサイトーシス小胞はまず、Rab5やRab4が局在する初期エンドソーム

を形成し、やがて初期エンドソームは後期エンドソームへと成熟する。このエンドソームの成熟に

は Rab5/Rab7 置換が必要で、成熟した後期エンドソームには Rab7 が局在する。後期エンドソーム

は最終的に加水分解酵素を含むリソソームへ輸送され、リソソームとの融合反応が行われるが、こ

の過程にはRab7の機能が必要である。 

 エンドソーム成熟中の Rab5／Rab7 置換には Mon1/Ccz1 複合体が関与する。(Casanova and 

Winckler, 2017; Huotari and Helenius, 2011)。Rab5／Rab7置換のステップにおいてはまず、Rab5のエ

フェクターである Mon1/Ccz1 複合体が活性型 Rab5 およびホスファチジルイノシトール 3‐リン酸

（PtdIns3P）を介して初期エンドソーム（EE）膜上にリクルートされる(Huotari and Helenius, 2011)。

この複合体は Rab7 の GEF としても機能し、Rab7 の膜上へのリクルートおよび活性化を促進する
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ことで、一時的にRab5／Rab7がハイブリッドされたエンドソームが形成される(Huotari and Helenius, 

2011)。活性型Rab7が形成されると同時に、Rab5の別のエフェクターであるRabaptinとRabex5（Rab5

のGEF）の複合体がMon1-Ccz1複合体との相互作用によりRab5から解離する(Huotari and Helenius, 

2011)。その際、Rab5は不活化され EE膜から解離し、Rab7が局在する後期エンドソーム（LE）の

形成が完了する(Huotari and Helenius, 2011)。 

さらにエンドソームの成熟には Rab 置換に加え、ホスファチジルイノシトール（PtdIns）変換も

伴う（図 3）(Casanova and Winckler, 2017)。ホスファチジルイノシトールはRabと同様に、PtdIns3P

と PtdIns(3,5)P2 がそれぞれ、EE および LE の機能とアイデンティティを確立する(Casanova and 

Winckler, 2017)。エンドサイトーシスで形成されたEEの膜上ではまず、Rab5を介してVps34、Beclin、

Vps15の複合体であるホスファチジルイノシトール 3‐キナーゼ（PI3K；class III phosphatidylinositol 

3-kinase）がリクルートすると、膜上のPtdInsがPtdIns3Pへと変換される(Casanova and Winckler, 2017; 

Huotari and Helenius, 2011)。Rab5と PtdIns3Pは EE‐EE間の融合（同型融合）に必要で、それぞれ

EEA1（Rab5のエフェクター）と相互に作用することで行われる(Das and Lambright, 2016)。つぎに、

ホスファチジルイノシトール 3‐リン酸 5-キナーゼ（type III phosphatidylinositol phosphate kinase

（PIPKⅢ）；哺乳類では PIKfyve、酵母では Fab1）が PtdIns3Pを PtdIns(3,5)P2に変換をすることで、

LEが形成される(Casanova and Winckler, 2017; Huotari and Helenius, 2011)。この酵素はN末端からC

末端にかけて FYVE ドメイン、システインリッチドメイン、シャペロン様ドメイン、PIPK 触媒ド

メインを有する(Botelho et al., 2008)。PIKfyveは FYVEドメインを介した PtdIns3Pへの結合によりエ

ンドソーム膜上へリクルートされ、PIPK触媒ドメインにより PtdIns3Pはリン酸化される(Ho et al., 

2012)。このようにエンドソームの成熟では Rab 置換と PtdIns 変換が同時に進行し、その膜動態が

制御されている。 

 LE 膜にリクルートしたRab7 はHOPS 複合体との相互作用を介して LE‐リソソーム間で行わ

れる係留と融合を制御する（図 3）(Balderhaar and Ungermann, 2013)。HOPS複合体はVps11、Vps16、

Vps18、Vps33、Vps39、Vps41から構成されるタツノオトシゴのような形をしたテザリング因子で、
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大きなヘッドドメインと小さなテールドメインを持つ(Balderhaar and Ungermann, 2013; Brocker et al., 

2012)。ヘッド側にはVps41（Vam2）、テール側にはVps39（Vam6）が存在し、これらのドメイン

は活性型Rab7と結合する(Brocker et al., 2012)。LE‐リソソーム間の膜融合においてはまず、リクル

ートされた HOPS 複合体の Vps41、Vps39 がそれぞれ後期エンドソームに局在する Rab7 およびリ

ソソームに局在する Rab7 に結合し、テザリングとしての機能を果たす(Balderhaar and Ungermann, 

2013; Brocker et al., 2012)。そして、HOPS複合体のヘッド側に存在するVps16-Vps33のサブユニッ

トダイマーによる SNARE のシャペロン活性を利用することで、v-SNARE および t-SNARE のアセ

ンブリの促進および SNARE複合体の形成が完了する(Balderhaar and Ungermann, 2013)。この過程を

経て、LE‐リソソーム間の膜融合が促進し、LE とリソソームが直接融合したエンドリソソームも

しくはリソソームが形成される。これらの融合のプロセスはエンドソームやエンドリソソームの内

腔から放出されるカルシウム（Ca2＋）によって制御されている(Luzio et al., 2007b)。Ca2＋は LE‐リ

ソソーム間での、オルガネラの消費の抑制やオルガネラ内腔の内容物の凝集を行うための、リソソ

ームの再構成に関与する(Luzio et al., 2007b)。 
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マウス初期胚臓側内胚葉におけるRab7の役割 

原腸陥入前のマウス初期胚（受精後 5.5～6.5日）は、臓側内胚葉（visceral endoderm；VE）、胚

体外外胚葉（extra-embryonic ectoderm；ExE）、胚体外胚葉（epiblast）からなる、egg cylinderと呼

ばれるカップ状の構造をしている(Tam and Behringer, 1997)。胎盤が形成されていないこの段階では、

VEは栄養の取り込みと輸送、様々な成長因子のシグナル伝達に関与しており、エピブラストのパ

ターン形成に重要な役割を果たしている(Bielinska et al., 1999)。栄養補給とパターン形成の両方の機

能は、VE細胞のエンドサイトーシス経路に大きく依存している(Kawamura et al., 2012; Kawamura et 

al., 2020)。VE細胞は、極性を持つ上皮系細胞で、頂端液胞 apical vacuole（AV）と呼ばれる特徴的

なリソソーム様オルガネラが発達している(Kawamura et al., 2012)。AVの限界膜にはリソソームの膜

タンパク質であるLamp2や後期エンドソーム／リソソームの SNAREである Stx7、それからRab7

が局在し(Kawamura et al., 2012)、さらにAV内部ではリソソームのプロテインキナーゼであるカテ

プシンBやVE細胞に内在化した母体側から供給される IgGが蓄積していることから、AVがリソ

ソームのように分解機能として働くオルガネラであることが知られている(Kawamura et al., 2012)。 

マウス初期胚VE細胞の apical vacuoleで行われるエンドソーム特異的なミクロオートファジーは

初期胚発生に不可欠である(Kawamura et al., 2012)。VE細胞頂端膜の表面および細胞外の高分子物質

はエンドサイトーシスにより形成されたエンドソームで細胞内部に輸送される。エンドソームは最

終的にAVにたどり着き、AV膜と融合することが確認されている(Kawamura et al., 2012)。このAV

の形成には通常の小胞同士が膜融合する「カノニカル」な輸送の他に、エンドソームを丸ごと取り

込んでから膜を消化する「ミクロオートファジー」による輸送が関与することがリパーゼ阻害剤を

用いた実験から明らかとなっている(Kawamura et al., 2012)。 

しかし、Rab7欠損VE細胞ではミクロオートファジーが進行できず、AVの形成不全が生じる

(Kawamura et al., 2012)。VE細胞のAVは電子顕微鏡を用いた組織学的解析から、核の頂端（apical）

側に電子密度の低い大きなオルガネラとして存在している(Kawamura et al., 2012)。しかし、Rab7欠

損では大きなAVは存在せず、代わりに電子密度が高い小く断片化された小胞が蓄積する
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(Kawamura et al., 2012)。この断片化した小胞はLapm2陽性ではあるが、母体側から供給され細胞内

に内在化した IgGの局在とはオーバーラップせず、Rab7欠損VE細胞ではエンドサイトーシス経路

が阻害されている(Kawamura et al., 2012)。また、エンドサイトーシスで形成されたエンドソームは

通常、最終的にAVと融合するが、Rab7欠損VE細胞では小胞同士が融合せず、空間的に分離した

ままの膜動態を示し(Kawamura et al., 2012)、AVの形成にはRab7の機能が不可欠であることが報告

されている。 

さらにエンドサイトーシス経路を阻害されたRab7欠損胚は中胚葉が形成されず胚発生が停止す

るため、Rab7依存のエンドサイトーシス経路が初期胚の形態形成に重要であることも報告されてい

る(Kawamura et al., 2012; Kawamura et al., 2020)。 
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哺乳動物の乳飲期小腸吸収上皮細胞の特徴およびマウス初期胚臓側内胚葉細胞との共通点 

小腸吸収上皮細胞はマウス初期胚臓側内胚葉と同様に極性をもった上皮細胞である。小腸管腔内

を覆う無数の絨毛突起を構成する一層の上皮細胞の約 8割以上は小腸吸収上皮細胞が占めており

(Snoeck et al., 2005)、栄養の消化と吸収機能、さらに外来異物に対するバリア機能を併せ持つ。腸管

の内腔では、食物の成分や腸内細菌、病原菌や毒素など様々な内容物が通過する。栄養素などの必

要な物質は小腸吸収上皮細胞を介して消化吸収されるが一方で、その他の不要な内容物の体内への

侵入は過剰な免疫反応を惹起し、結果、腸炎を引き起こす。よって、これらの異物の侵入を防ぎ、

腸管の恒常性を維持する目的で粘膜バリアと呼ばれる腸管バリア機能が存在する。粘膜バリアには

粘液層による腸組織の保護やタイトジャンクション（TJ）による透過性の制御（物理的バリア）、

抗菌物質の産生による微生物環境の調整（化学的バリア）、腸内細菌叢のバランス（環境的バリア）

が関与し、通常はこれらの相互作用により宿主防衛の機能を果たす(Vancamelbeke and Vermeire, 

2017)。しかし、粘膜バリアの破綻はリーキーガットと呼ばれる異物が組織に侵入しやすい状態を作

り出し、新生児壊死性腸炎（NEC）や食物アレルギー、糖尿病やアルツハイマーなど新生児から成

人でさまざまな疾患を引き起こす(Moore et al., 2016; Mu et al., 2017)。 

小腸吸収上皮細胞は絨毛基底部に存在する intervillous pocket の増殖性幹細胞から分化する。哺乳

動物の小腸吸収上皮細胞は離乳の前後で構造的にも機能的にも大きく異なり、栄養の消化吸収シス

テムがダイナミックに変化する。マウス小腸は出生後、約 2週間で intervillous pocket の陥入が起こ

り成人期特有の構造である陰窩（crypt）を形成し、パネート細胞はcrypt基底部に移り始める(Henning, 

1985)。このような絨毛の構造的な変化と同時に、消化機能の変化も始まり、離乳後には完全に成熟

したシステムをもつ小腸吸収上皮細胞に変化する。消化管の消化吸収機構の変化は主に母乳から固

形食の摂取の変化を可能にする消化酵素が関与する。母乳成分は高脂肪かつラクトースが主成分の

炭水化物で構成されている。出生から離乳までの未熟な腸細胞の刷子縁にはラクトースを分解する

ラクターゼの活性が高いが、離乳のタイミングである生後 3週間後にはラクターゼの活性が低下す

る(Henning, 1985)。それに伴いスクラーゼやイソマルターゼ、トレハラーゼなどの発現が徐々に増
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加し、成熟した細胞へと変化する(Henning, 1985; Navis et al., 2019)。この細胞は intervillous pocketの

幹細胞から出現し、出生直後の絨毛を構成する未熟な小腸吸収上皮細胞から不可逆的に置き換わる。 

乳児期の未熟な小腸吸収上皮細胞ではエンドサイトーシスによる栄養の吸収消化が活発に行わ

れている。経口摂取より胃に到達した食べ物はまず胃液（HCl）とぜん動運動により破壊され、適

度に分解された食塊は徐々に小腸へ送られる。成人の胃では胃酸により活性化したペプシンがタン

パク質を小腸の消化活動に適切した状態にまで加水分解し(Poquet and Wooster, 2016)、さらに小腸の

菅腔内消化酵素による分解を受けて、小腸吸収上皮細胞の刷子縁に発現するトランスポーターを介

して吸収される(Louvard D, 1992; Pacha, 2000)。一方で、乳児の胃は未熟で胃液およびペプシノーゲ

ンがほとんど分泌されず(Baintner, 2007; Poquet and Wooster, 2016)、また消化管の消化腺が未発達で

ある(Gan et al., 2018)。よって母乳中に含まれるたんぱく質はほとんど分解作用を受けないまま小腸

にまるごと届く。その後、小腸へ届いた母乳中の未消化のタンパク質は高分子物質として小腸吸収

上皮細胞で活発に行われるエンドサイトーシスにより細胞内へ吸収され、核の apical側に発達する

大きなリソソーム様オルガネラである apical vacuole（AV）で分解される。栄養吸収消化システム

として働くこの膜動態は乳児の小腸吸収上皮細胞で発現するマルチリガンドレセプターの

Cubilin/Megalin/Amnionless複合体が関与し(Vazquez-Carretero et al., 2014)、マウス初期胚臓側内胚葉

と共通のシステムが構築されている。 

小腸吸収上皮細胞で活発なエンドサイトーシスは、母乳中の IgGを新生児の体内へ移行させるの

に不可欠である。新生児期の小腸では離乳後にはほとんど喪失する免疫抗体 IgGのレセプター 

neonatal Fc receptor（FcRn）が多く発現している(Navis et al., 2019)。消化されずに小腸へ届いた母乳

中の IgGは、小腸吸収上皮細胞の刷子縁に発現する FcRnに結合することでエンドサイトーシスに

より取り込まれ、細胞内に内在化した FcRn-IgG複合体はその後、トランスサイトーシスを介して

基底部外側のリンパ液へ放出される(Baintner, 2007; Pacha, 2000)。このプロセスを介して乳児の全身

で循環が可能となった IgGは新生児期の受動免疫の獲得のほか、未熟な脳や腸などの組織の発達を

サポートし、出生後の発育に大きく寄与する(Pierzynowska et al., 2020)。 
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したがって、小腸吸収上皮細胞で活発なエンドサイトーシスは乳児期の栄養の吸収消化システム

として構築されており、乳児期動物の発育に必要な前提条件となりうる。この高度に構築された膜

系ネットワークを介して行われる小胞輸送の膜動態がさまざまなタンパク質により制御されてい

ることが予測できるが、その詳細な膜構造や機能、メカニズムについては明らかにされていない。

そこで本研究では、腸特異的Rab7欠損マウスを用いて、小腸吸収上皮細胞におけるRab7依存のエ

ンドサイトーシス経路の機能について細胞および個体レベルで解析を行い、乳児期の未熟な細胞で

行われる消化吸収システムの詳細を明らかにする。特に、出生後の発育や免疫の構築に重要な時期

である新生児期（postnatal day2，P2）に焦点を当て、研究を遂行する。 

本研究は以下の論文にて発表した。 

Takimoto, A. 2021. Rab7-Dependent Endocytic Pathways Play an Important Role in Nutrient Absorption 

during Pre-Weaning Growth. BPB Reports. 4:27-35. 
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第 1 章 腸上皮特異的 Rab7 コンディショナル・ノックアウトマウ

スの作製 

研究目的 

本研究では乳児期の小腸吸収上皮細胞でのRab7の機能解析が目的である。しかしながら、全身

のRab7機能が喪失したノックアウトマウス（Rab7-/-）は、初期胚発生の停止により胎生致死に至る

(Kawamura et al., 2012; Kawamura et al., 2020)ため、出生後のRab7の生理機能の解析が困難である。

したがって、Cre/loxPシステムを用いたRab7の腸上皮特異的コンディショナル・ノックアウトマ

ウスを作製することで胎生致死を回避し、P2マウスの小腸でのRab7の機能解析を可能にした。 

腸上皮特異的コンディショナル・ノックアウトマウスの作製にはまず、図 1-1で示すように、Rab7 

flox/floxマウス(Kawamura et al., 2012)と受精後 12.5日目（12.5 days post coitum，dpc）から腸上皮特異的

にCreリコンビナーゼを発現する Villin-Creマウス(El Marjou et al., 2004)を交配させることで、

Rab7flox/+；Villin-CreTg/+マウスを作製した。さらに、Rab7flox/+；Villin-CreTg/+雄マウスと Rab7 flox/flox雌マ

ウスを交配させることで腸上皮特異的Rab7コンディショナル・ノックアウトマウス（Rab7flox/flox；

Villin-CreTg/+マウス）を樹立した。Creによる 2カ所の loxPサイトに挟まれた配列の組換えにより、

Rab7のエキソン 2（ATG開始コドンを含む）とエキソン 3が削除され、ヌル対立遺伝子（null allele）

が作製された。Rab7flox/flox；Villin-CreTg/+マウスは期待されるメンデル比（Rab7flox/flox：Rab7flox/flox；

Villin-CreTg/+= 247（52.5％）：223（47.5％））で誕生し、成熟期まで生存し、繁殖も可能であった。 

この章では、上述したように作製した Rab7flox/flox；Villin-CreTg/+マウスの小腸上皮のRab7欠損効率

を明らかにする。この目的を達成するためにまず、Cre依存的に発現する LacZ reporter transgeneを

用いたX-gal染色アッセイを胎児期（18.5 day post coitum，dpc）［Rab7flox/flox；Villin-CreTg/+］小腸組

織で行い、P2以前の小腸上皮のCreの発現効率を確認する。さらに抗Rab7抗体を用いた蛍光免疫

染色およびイミュノブロット法を行い、［Rab7flox/flox；Villin-CreTg/+］小腸上皮でのRab7のタンパク

質レベルでの発現量を確認する。 
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結果 

第 1 節 胎児期（18.5 dpc）腸上皮特異的Rab7 コンディショナル・ノックアウトマウスの小腸上

皮におけるRab7欠損効率の確認 

第 1項 腸管whole mount を用いたX-gal染色アッセイ 

18.5 dpc Rab7 flox/flox； VilCre Tg / +マウスの回腸吸収上皮細胞におけるCreリコンビナーゼの発現効

率を確認するため、Gt（ROSA）26 Sortm1Sho Creレポーター対立遺伝子（ROSA26）(Mao et al., 1999)

を用いたX-gal染色アッセイを行った。ROSA26とはROSA26領域に βガラクトシダーゼおよびネ

オマイシンホスホトランスフェラーゼの融合遺伝子（βgeo）を導入後、その上流に 2カ所の loxP配

列で挟まれたストッパー配列が挿入されたアリルである(Mao et al., 1999)（図 1-2、a）。Creリコン

ビナーゼ存在下ではストッパー配列が削除されることで βgeoが発現するため、この実験ではCre

が発現する細胞でX-galが加水分解を受けて青色の沈殿物を生成する。Gt（ROSA）26 Sortm1Sho遺伝

子座を導入したRab7 flox/flox；Gt（ROSA）26 Sortm1Shoおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +；Gt（ROSA）26 Sortm1Sho

マウスの小腸を用いたX-gal染色を行ったところ、VilCre 導入遺伝子をもった回腸では VilCre 導入

遺伝子をもたない回腸に比べ回腸吸収上皮細胞が青く染色された（図 1-2、b）。VilCre 導入遺伝子

をもたない回腸においてもやや青く染色されたのは、内在性 β-ガラクトシダーゼの発現によるもの

だと考えられる。 

 

第 2項 腸粘膜ライゼートを用いた抗Rab7抗体によるウエスタンブロット 

18.5 dpc Rab7 flox/floxおよびRab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの小腸下部の粘膜溶解液を用いてウエスタ

ンブロットによりRab7タンパク質の発現量を確認した結果、Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +ではRab7タン

パク質が減少した（図 1-3、a）。さらに Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +におけるRab7およ

びβ-actinのバンド（図1-3、a）をレーザースキャニングデンシトメーター (Image Quant LAS 4000 mini, 

Image Quant TL Analysis Toolbox, GE Healthcare) を用いて定量し、 Rab7／β-actinの相対量を両側 t

検定で 2群間を比較したところ、p = 0.003と 2群間で有意な差を認めた（図 1-3、b）。 
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第 3項 抗Rab7抗体を用いた腸管whole mount蛍光免疫染色 

18.5 dpc Rab7 flox/floxおよびRab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの回腸を用いて抗Rab7抗体による蛍光免

疫染色を行い、小腸吸収上皮細胞におけるRab7の局在を確認した。18.5 dpc Rab7 flox/floxマウスの小

腸吸収上皮細胞頂端（apical）側には強いRab7のシグナルが観察された。エンドソーム上に発現す

る低分子量GTPaseの Rab7が蓄積したというこの結果は、母乳未摂取の胎児の腸細胞においても

エンドサイトーシスの膜系構造が存在するという報告(Wilson JM, 1991)と一致した（図1-4、aとb）。

Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスでは、小腸吸収上皮細胞における apical側のRab7のシグナルが顕著に

減少した（図 1-4、cと d）。［Rab7 flox/flox］および［Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +］上皮細胞直下の粘膜固

有層にもRab7のシグナルが観察されたが、これは図 1-3、aのメンブレンの中部で観察されたバン

ドのように、抗Rab7抗体の非特異反応によるシグナルの可能性がある。 
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第 2 節 乳児期（P2）腸上皮細胞特異的 Rab7 コンディショナル・ノックアウトマウスの小腸上皮

におけるRab7欠損効率の確認 

第 1項 腸粘膜溶解液を用いた抗Rab7抗体によるウエスタンブロット 

 乳児期（P2）Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの小腸下部の粘膜溶解液を用いてウ

エスタンブロットによりRab7タンパク質の発現量を確認した結果、Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +ではRab7

タンパク質が減少した（図 1-5、a）。さらに Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +におけるRab7

およびβ-actinのバンド（図1-5、a）をレーザースキャニングデンシトメーター (Image Quant LAS 4000 

mini, Image Quant TL Analysis Toolbox, GE Healthcare) を用いて定量し、 Rab7／β-actinの相対量を両

側 t検定で 2群間を比較したところ、p = 4.5x10-7と 2群間で有意な差を認めた（図 1-5、b）。 

 

第 2項 抗Rab7抗体を用いた腸管whole mount蛍光免疫染色 

乳児期（P2）Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの回腸を用いて抗Rab7抗体による蛍

光免疫染色を行い、小腸吸収上皮細胞におけるRab7の局在を確認した。P2 Rab7 flox/floxマウスの小腸

吸収上皮細胞 apical側には強いRab7のシグナルが観察された。一方で粘膜固有層ではRab7のシグ

ナル強度が顕著に下がった。エンドソーム上に発現するRab7が大量に蓄積したというこの結果は、

乳児期の小腸吸収上皮細胞ではエンドサイトーシスが活発であるという知見と一致した（図 1-6、a

と b）。 Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスでは、小腸吸収上皮細胞におけるRab7のシグナルが検出限

界以下であった（図 1-6、cと d）。 

  

まとめ 

Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの小腸上皮では、18.5 dpcの時点ですでにCreリコンビナーゼが発現

しており、18.5 dpc以降の小腸吸収上皮細胞ではRab7がタンパク質レベルで減少していたことが分

かった。以降、Rab7 flox/floxマウスは ctrl、Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスは cKOと表記する。  
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第 2 章 新生児（P2）マウスの ctrl および Rab7 欠損小腸吸収上

皮細胞における形態学的解析 

研究目的 

 離乳前の小腸吸収上皮細胞では、エンドサイトーシスによる消化吸収機構が発達している。小腸

は食物を栄養に変換する重要な組織で、栄養の消化吸収は小腸吸収上皮細胞が行う。この細胞は極

性を持つため、管腔側（頂端（apical）側）と基底膜側（basal側）に分けられる。apical側には平滑

な基底側（basal側）とは異なり、無数の微絨毛が並ぶ刷子縁が存在する。この構造は経胎盤から経

腸栄養へ移って間もない出生直後にはすでに形成されている(Wilson JM, 1991)。管腔内に届いた栄

養は、apical側から細胞内へ取り込まれ、basal側へ輸送された後、血液側へ移行する。離乳後、主

に固形食から摂取した高分子の栄養は、胃や腸管腔内の消化酵素で低分子に分解され、細胞頂刷子

縁膜に発現するトランスポーターで吸収される(Louvard D, 1992; Pacha, 2000)。一方で、母乳を栄養

源とする離乳前の消化管は管腔内への消化酵素の分泌が十分でないため、母乳中の成分が低分子化

せず、高分子の栄養が小腸管腔内へ届く。したがって、高分子物質を丸ごと細胞内へ取り込むエン

ドサイトーシスを介した消化吸収機構が発達し、取り込まれた栄養はリソソーム内で分解される

(Gonnella and Neutra, 1984; Henning, 1985)。新生児期から離乳までの小腸吸収上皮細胞の微絨毛直下

にはこの経路に関連する膜系構造が存在し、apical側の細胞膜の陥入、管状小胞ネットワーク、エ

ンドソーム、MVB、リソソームで構成される(Baba et al., 2002; Wilson JM, 1991)。 

乳児期の小腸吸収上皮細胞で行われるエンドサイトーシス機構は小腸の部位によって異なる。小

腸は胃側（近位側）から盲腸側（遠位側）にかけて十二指腸、空腸、回腸とよばれる部位で構成さ

れる（図 2-1）。これらの部位は明確な境界線はなく、近位側から遠位側へ機能と構造が徐々に変

化する。たとえば、グルコースや脂質の取り込み量や絨毛の高さの違いが存在し、『jejunoileal』も

しくは『proximodistal gradient』と呼ばれるこの勾配は胎児期から成人期まで存在する(Baba et al., 

2002)。proximodistal gradientは遺伝的な要因に加え、近年では環境的な要因も関与する可能性が示

唆されている(Drozdowski et al., 2010)。乳児期の小腸吸収上皮細胞も proximodistal gradientの要因の
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一つで、小腸上部と下部での形態や機能の違いが関与する(Baba et al., 2002)。乳児の小腸近位側では

脂質に加え、母体から供給される免疫グロブリン（IgG等）を主に取り込む(Fujita et al., 2007)。IgG

は近位の小腸吸収上皮細胞刷子縁膜に多く発現する IgGレセプター（Fcレセプター）に結合すると

エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれ、小胞輸送を介して細胞間隙に輸送（トランスサイトー

シス）される(Fujita et al., 2007)。一方、小腸中間部と下部では液相エンドサイトーシスが活発であ

り、上部よりも取り込み量が多い(Clark, 1959)。加えて giant lysosomeと呼ばれる巨大なリソソーム

が核の apical側で発達しており(Clark, 1959; Knutton et al., 1974; Wissig and Graney, 1968)、細胞内に取

り込んだ物質は最終的に、giant lysosomeへ輸送され分解される(Fujita et al., 2007)。 

エンドサイトーシスの制御因子として今回着目したRab7は後期エンドソーム-リソソーム間の膜

動態を制御している。したがってこの研究では、エンドサイトーシスが活発で大きなリソソームが

発達する小腸下部の小腸吸収上皮細胞に焦点を当て、Rab7の機能解析を行った。この章では、P2 ctrl

および cKOの小腸吸収上皮細胞の表現型を比較することで、乳児期の小腸吸収上皮細胞で活発な

エンドサイトーシス経路の膜動態に対するRab7の機能について明らかにする。 
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結果  

第 1節 ctrlおよび cKOマウスの消化管の形態学的解析 

P2 ctrlおよび cKOマウスの腸管の長さを比較した。実験方法はまず、消化管（胃から肛門まで）

を摘出し、デジタルカメラで撮影した（図 2-2、a）。次に、写真上の腸管（幽門から肛門まで）の

長さを Image J（National Institutes of Health, Bethesda）で測定し、両側 t検定で 2群間を比較した。

その結果、p = 0.067であったため、 P2 ctrlおよび cKO間で腸管の長さに顕著な差はなかった（図

2-2、b）。 

 

第 2節 組織染色および電子顕微鏡を用いた形態学的解析  

 第 1項 Hematoxylin & eosin（HE）染色による組織学的解析 

HE染色を行ったP2マウスの回腸吸収上皮細胞のテクノビット切片を観察したところ、核のapical

側にsupranuclear vesiclesまたはapical vacuolesとして知られている大きなリソソームが存在し(Clark, 

1959; Knutton et al., 1974; Wissig and Graney, 1968)、リソソーム内はエオシンで染色された内容物で満

たされていた（図 2-3、a-c）。一方、cKO 細胞における apical側のコンパートメントは広範囲で空

胞化を示した（図 2-3、d-f）。膨張した apical側のコンパートメントのサイズはさまざまで、その

内側にはほとんど膜小胞が蓄積していなかった（図 2-3、f）。Rab7欠損小腸吸収上皮細胞の apical

側の細胞質は、この異常に大きな空胞で満たされていた。 

 

第 2項 透過型電子顕微鏡（Transmission Electron Microscope, TEM）を用いた組織学的解析 

P2回腸吸収上皮細胞における微細な細胞内構造は透過型電子顕微鏡で確認した（図 2-4）。ctrl

細胞においては、電子密度が高く膜で区切られた大きなオルガネラが核の apical側に際立って存在

した（図 2-4、aと e）。また、エンドサイトーシスコンパートメントの集合体である管状小胞ネッ

トワークは微絨毛直下の apical側細胞質に存在した（図 2-4、cの黄色矢印）。cKO細胞では電子密

度の高い apical vacuoleが減少し、代わりに電子密度の低い膨張した空胞構造が細胞の apical側に観
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察された（図 2-4、bと f、g）。 さらに、これまでの肉眼的所見で確認した ctrlおよび cKO のそれ

ぞれの細胞に存在するオルガネラのサイズと電子密度については、 Image Jを用いて測定し比較解

析を行った。まず、電子顕微鏡画像（TIFFファイル、8bit）上の回腸吸収上皮細胞内におけるオル

ガネラの周囲を囲い（図 2-5、a）、オルガネラの面積（Area）を算出した。電子密度については invert

機能により画像を白黒反転させた後、囲ったオルガネラの強度（Mean）を 256階調（0-255）で濃

淡を表現した。その結果、cKO細胞における膨張した空胞は ctrl腸細胞の大きな apical vacuoleより

もサイズが大きく、電子密度が低いオルガネラであることを確認した（図 2-5、bと c）。以降、こ

の空胞化した構造物は異常に大きな空胞と呼ぶ。cKO細胞では apical側の刷子縁直下における膜ネ

ットワークのエンドソームも膨張していた（図 2-4、dの赤色矢印）。微絨毛構造の明確な違いは

ctrlと cKOの間で観察されなかった（図 2-4、cと d）。 

 

まとめ 

P2マウスの ctrlおよび cKOの腸管の長さに顕著な差はなかったが、小腸吸収上皮細胞の表現型

は大きく異なっていた。P2マウスの ctrl小腸吸収上皮細胞では、核の apical側に高電子密度の大き

な apical vacuole（AV）が発達していた。一方、cKO小腸吸収上皮細胞の細胞質内は、AVよりも大

きく低電子密度の空胞で満たされていて、Rab7がエンドサイトーシス経路に関するオルガネラのサ

イズや膜量を調節していることが分かった。 
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第 3 章 P2 ctrl および cKO 小腸吸収上皮細胞におけるエンドサイ

トーシス経路関連分子マーカーを用いた蛍光免疫染色 

研究目的 

P2マウス小腸吸収上皮細胞では、核の apical側に apical vacuoleと呼ばれる大きなリソソーム様

オルガネラが発達するため、エンドサイトーシスが活発であることが予想される。したがって、エ

ンドサイトーシス経路に関連する分子マーカーの抗 SNX1 抗体（初期エンドソームのマーカー）、

抗 Stx7抗体（初期エンドソーム～リソソームのマーカー）、抗Rab7抗体（後期エンドソームのマ

ーカー）、抗 Lamp2抗体（リソソームのマーカー）を用いて蛍光免疫染色を行い、小腸吸収上皮細

胞で生じる膜動態を分子レベルで解析する。同時に、cKO小腸吸収上皮細胞のこれらのタンパク質

の挙動も観察し、小腸吸収上皮細胞におけるエンドサイトーシス経路の膜動態に、Rab7がどのよう

に関与するのかを明らかにする。 

 

結果 

第 1節 抗 SNX1抗体、抗Rab7抗体、抗Lamp2抗体を用いた小腸whole mount蛍光免疫染色およ

び cKO小腸吸収上皮細胞との比較 

P2小腸吸収上皮細胞の SNX1、Rab7、Lamp2の発現パターンを確認した（図 3-1）。ctrl細胞に

おいてはまず、apical vacuoleがリソソームマーカーの Lamp2に対して陽性であった。この結果は乳

児の小腸吸収上皮細胞で形成される大きな apical vacuole がリソソームとの共通の特徴をもつとい

う以前からの報告と一致した（図 3-1、aと b、eと f）。Rab7のシグナルは、初期エンドソームマ

ーカーである Sorting nexin1（SNX1）のシグナルとともに apical側の領域に局在しており、両シグ

ナルはやや重なっていたが（図 3-1、gと hの矢頭）、大半のRab7シグナルは SNX1の発現領域と

Lamp2陽性 apical vacuoleの間の細胞質に局在していた（図 3-1、e-h）。さらにRab7は Lamp2陽性

apical vacuoleにも局在していたが、Lamp2とは異なり、apical vacuoleの限界膜上にドット状に分布

していた（図 3-1、fと gの矢印）。一方で、cKO細胞では SNX1における apical側のシグナルが
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ctrl細胞で観察されたシグナルよりも大幅に減少した（図 3-1、cと d）。それぞれのタンパク質の

発現量は小腸粘膜溶解液を用いたウエスタンブロット法で確認した（図 3-3）。cKO細胞では SNX1

の発現量が減っているが、バンドの強度は非常に高かった（図 3-3、a）。Lamp2の発現量は ctrl細

胞と大きな差はなかった（図 3-3、b）。 

 

第 2節 抗 Stx7抗体、抗Rab7抗体、抗 Lamp2抗体を用いた小腸whole mount 蛍光免疫染色およ

び cKO小腸吸収上皮細胞との比較 

P2小腸吸収上皮細胞における Stx7、Rab7、Lamp2の発現パターンを確認した（図 3-2）。ctrl細

胞ではまず、Rab7と Lamp2が第 1節と同様に、染色されていた。Syntaxin7（Stx7）は初期から後

期エンドソームにかけて、さらにはリソソームを経由するエンドサイトーシスの膜輸送に関与して

おり、大半は apical側に局在していたが、一部はRab7もしくは Lamp2のシグナルと重なっていた

（図 3-2、aと b、および e-h、矢印）。一方で、cKO細胞では Stx7のシグナルは apical側で検出さ

れたが、大きな空胞上には検出されなかった（図 3-2、cと d）。Rab7欠損腸細胞の異常に大きな

空胞においては初期エンドソームおよびリソソームマーカーに対して陰性であった。それぞれのタ

ンパク質の発現量は小腸粘膜溶解液を用いたウエスタンブロット法で確認した（図 3-3）。cKO細

胞では Stx7の発現量が減っているが、バンドの強度は非常に高かった（図 3-3、d）。 

 

まとめ 

P2マウス小腸吸収上皮細胞では初期および後期エンドソームに局在するタンパク質が多く発現

し、AVがリソソームの性質を持つことから、乳児期マウス小腸吸収上皮細胞ではエンドサイトー

シスが活発であることが予測できた。一方、cKO小腸吸収上皮細胞で観察された異常に大きな空胞

の膜上では全てのマーカーのシグナルが検出限界以下となったが、タンパク質は細胞内で発現して

いた。初期エンドソームマーカーSNX1の発現レベルが低かったのは、Rab7の欠損で生じたオルガ
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ネラの変化がエンドサイトーシス経路の初期のステップに影響を及ぼし、エンドサイトーシス経路

が阻害されている可能性がある。  
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第 4 章 新生児期マウス ctrl および cKO 腸管を用いた uptake 実験 

研究目的 

新生児期小腸吸収上皮細胞はエンドサイトーシスを介して管腔側から栄養を取りこむ。乳児期ラ

ット小腸では、液相エンドサイトーシスのトレーサーであるHRPを用いた in vivoの取り込み実験

から、小腸近位から遠位にかけて全ての小腸吸収上皮細胞 apical側で液相エンドサイトーシスが行

われており、特に小腸下部では取り込まれた高分子物質が最終的に巨大なリソソームに輸送される

様子が確認されている(Baba et al., 2002; Fujita et al., 2007)。一方、in vitroの取り込み実験は行われて

おらず、その適切な培養条件は分かっていない。そこで、すでに培養条件が構築された E6.5マウス

胚の蛍光 dextran取り込みの系（uptake実験）(Kawamura et al., 2012)を参考に、小腸組織を用いた in 

vitro uptakeアッセイを行い、P2マウス小腸吸収上皮細胞のエンドサイトーシスが in vitroの条件下

でどのような膜動態を示すのかを明らかにする。さらに第 3章の結果より SNX1の発現レベルが低

かった cKOと比較し、Rab7がエンドサイトーシス活性に影響を与えるのかを明らかにする。 

 

結果 

第 1節 腸管試料を用いた in vitro uptakeアッセイの説明 

まず、P2マウスより摘出した小腸下部組織を L-glutamineおよび sodium pyruvateを含むDMEM 

内へ移した後、幅 1-2mmの組織片を縦方向に展開した。この組織片は 50%ラット血清を含むDMEM

（Culture Medium，CM）内へ移し、30分間インキュベートした。組織の損傷を回避し鮮度を保つ

ため、解剖からCM内への移動は数分で終えた。次に、uptake実験に移った。uptake実験のタイム

コースは、マウス E6.5胚 uptake実験におけるVE細胞内膜動態の経時的な観察結果を参考にした

(Kawamura et al., 2012)。この実験ではまず、胚が rhodamine‐dextran（RD）で 15分間標識された後、

蛍光 dextran非存在下のCM内で 15分間インキュベートされている。この時点で、ほとんどのRD

が apical vacuole（AV）へ移動したことが確認されている。その後、さらに胚が FITC dextran（FD）

で 5分間標識され、最後に蛍光 dextran非存在下のCM内で 0～30分間インキュベートされている。
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インキュベート後すぐのVE細胞（0分）では、apical側の細胞表面付近に FDで標識されたエンド

ソームが現れRDで標識されたAVに付着していたが、赤と緑のシグナルは完全に分離しているこ

とが観察されている。続いて、FD標識後の 5分から 15分以内で球状の FDで標識されたエンドソ

ームがRDで標識されたAVの表面を取り囲んでいた。さらに FDで標識後の 15分から 30分の間

に赤と緑のシグナルが混合し、AVが黄色くなっていることが確認されている。したがって、FD標

識後の膜動態に大きな変化があった 0分、15分、30分の 3点をチェイス時間に設定し、図 4-1で示

すように P2腸管を用いた uptake実験を行った。各々の工程でインキュベートした時の条件は、5 % 

CO2、95% air、37˚Cであった。チェイス終了後は腸組織を 4% PFAで一晩固定した。この培養実験

ではすべての絨毛で一様に蛍光 dextranの取り込みが観察できるよう、インキュベートする前には

必ず培養液と組織をよく混ぜた。 

 

第 2節 P2 ctrlおよび cKO腸管試料を用いた in vitro uptakeアッセイ 

腸管試料はwhole mountで観察した。P2マウス ctrl腸の観察結果についてはまず、RDチェイス

インキュベーション後、取り込まれたRDの大半は apical vacuoleへ輸送された（図 4-2、a）。FD

標識後すぐの腸管では（図 4-2、aと d）、FDシグナルは apical側細胞の表面近くの細胞質で観察

されたが（図 4-2、aの 0分）、一方でRDが apical vacuoleに到着したため、緑と赤のシグナルは十

分に分離されていた。続いて FD標識後 15分以内で、apical側の FDシグナルが球状になった（図

4-2、bと e）。さらに二回目の標識の後 15分から 30分の間で、赤（RD）と緑（FD）のシグナル

が混合し、apical vacuoleが黄色くなった（図 4-2、bと e、cと f）。これらの観察結果はエンドサイ

トーシスされた物質が最初に管状小胞ネットワークに蓄積し、～15分以内で球状コンパートメント

内に、それから～30分までの間に apical vacuoleへ運ばれたことを示し、P2マウス小腸吸収上皮細

胞においてもマウスE6.5胚VE細胞とほとんど同様の膜動態を示すことを確認した。ctrl新生児腸

組織における取り込み実験と比較して、Rab7欠損腸細胞では、かすかな蛍光シグナルを apical側細
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胞膜と異常に大きな空胞の間で観察した（図 4-2、g-l）。したがって P2 Rab7欠損小腸において、

エンドサイトーシスによる取り込み活性が低下したことを示した。 

 

まとめ 

 P2 ctrl小腸吸収上皮細胞ではエンドサイトーシスによる取り込みが活発で、細胞内に取り込まれ

た高分子物質は小胞輸送を介して最終的にAVへ輸送されることが分かった。cKO小腸吸収上皮細

胞では ctrlよりも取り込み量が顕著に低下し、Rab7がエンドサイトーシス活性に影響を与えるこ

とが分かった。  
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第 5 章 Rab7 欠損 VE 細胞および Rab7 欠損小腸吸収上皮細胞の

表現型の違いについて 

研究目的 

Rab7の欠損は乳児期小腸吸収上皮細胞およびVE細胞の間で異なる表現型を生じた。まず、乳児

小腸吸収上皮細胞では大きな空胞の形成が観察された（図 1-6、dと 2-3、d-f）。一方で、VE細胞

では apical vacuole（AV）の断片化が観察された(Kawamura et al., 2012)。したがって、異なる細胞で

観察されたRab7欠損による空胞のサイズの違いがどのように生じるのかという疑問点がある。空

胞の肥大化はエンドサイトーシス経路の初期段階のステップに重要なホスファチジルイノシトー

ル 3,5-ニリン酸［PtdIns (3,5) P2］の合成酵素であるホスファチジルイノシトール 3-リン酸 5-キナー

ゼの欠損胚のVE細胞でも観察されている(Takasuga et al., 2013)。 

P2 cKO小腸の絨毛全体、基底部から先端部までを観察すると、先端部に発達する異常に大きな

空胞のサイズが絨毛基底部周辺の小胞サイズよりも大きいことが分かった（図 2-3、d）。この観察

結果から、私は以下のことを推察した。すなわち、絨毛基底部に近い、増殖幹細胞から分化した若

い小腸吸収上皮細胞は比較的小さな小胞を持つ形態を示すが、絨毛の先端部の成熟した細胞は、大

きな空胞を持つようになるのではないのかと考えた。そこでこの仮説を明らかにするため、まず、

電子顕微鏡法を用いて絨毛基底部、基底部周辺、先端部の小腸吸収上皮細胞の細胞内小胞の大きさ

を測定し、比較する。さらに、巨大なリソソームが形成される前の出生直前の 18.5dpc 小腸吸収上

皮細胞(Wilson JM, 1991)と cKO小腸吸収上皮細胞の形態も比較し、巨大な空胞がどのタイミングで

形成されているのかを明らかにする。 
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結果 

第 1節 P2 ctrlおよび cKO絨毛基底部、基底部周辺、先端部の小腸吸収上皮細胞に存在するオルガ

ネラサイズの比較 

絨毛基底部のRab7 cKO小腸吸収上皮細胞には ctrl小腸吸収上皮細胞に似たような小さな小胞（図

5-1a3、a6）を蓄積した（図 5-1b3、b6）。これらの小胞の平均サイズは cKOおよび ctrl腸細胞でそ

れぞれ、0.117 μm2および 0.080 μm2を示した（図 5-2“bottom”、右パネル）。絨毛基底部付近の領域

では、小胞のサイズがより大きくなったが、cKOと control小腸吸収上皮細胞では顕著な差がなか

った（図 5-2“Near the bottom”, 中央パネル）。それに比べ、cKO細胞では平均 30.95 μm2を占める巨

大空胞（>1 μm2）が先端の周辺で現れた（図 5-1b1と b 4）。一方で、ctrl小腸吸収上皮細胞におけ

る大きな apical vacuole（>1 μm2）のサイズは平均 7.67 μm2であったが（図 5-1a1と a 4）、cKO小腸

吸収上皮細胞の異常に大きな空胞よりかなり小さかった（図 5-2 “Tip”, 左パネル, 図 2-5、cも参照）。 

 

第 2節 出生直前（18.5 dpc）の ctrlおよび cKO小腸吸収上皮細胞の hematoxylin & eosin染色によ

る形態解析 

ラット小腸吸収上皮細胞における大きな apical vacuoleは giant lysosomeとも呼ばれており、誕生

後に形成されることが報告されている(Wilson JM, 1991)。この報告に矛盾なく、18.5 dpcマウス（出

産の前日）の ctrl胎児期腸細胞では大きな apical vacuoleがなかった（図 5-3、a-c）。同じ発達段階

の cKO胎児期（図 5-3、d-f）および ctrl胎児期小腸吸収上皮細胞（図 5-3、a-c）の間で apical側の

コンパートメントの形態に顕著な差は観察されなかった。それゆえ、apical側コンパートメントの

肥大化（図 2-3、d-f）は誕生後に生じ、異常に大きな空胞の深刻な空胞化はエンドサイトーシスの

トラフィッキング欠陥が原因で出生後に生じることが示唆された。 
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第 3節 出生直前（18.5 dpc）の ctrlおよび cKO腸管試料を用いた in vitro uptakeアッセイ 

異常に大きな空胞の深刻な肥大化は乳児期の cKO小腸吸収上皮細胞を埋め尽くし、エンドサイ

トーシス経路を物理的に阻害している可能性がある。したがって、大きな空胞が形成される前の18.5 

dpc cKO小腸組織を用いて in vitro uptakeアッセイを行い、cKO小腸吸収上皮細胞で生じる詳細なエ

ンドサイトーシス経路の膜動態を観察した。 

まず、AVが発達する前の 18.5 dpc小腸吸収上皮細胞のエンドサイト－シス活性を調査した。ctrl

および cKOの両方の胎児期小腸吸収上皮細胞で FDが取り込まれたため、Rab7が欠損してもエン

ドサイトーシス最初のステップに問題がないことが分かった（図 5-4）。ctrl 小腸吸収上皮細胞では

FDとRDのシグナルは次第に混ざった（図 5-4、a-f）。一方、cKO細胞ではチェイス 30分後でも、

色素を含むオルガネラは空間的に断片化したままとなった（図 5-4、iと l）。この結果は、Rab7が

エンドサイトーシス経路の後期段階である巨大リソソームの形成に必要であることが分かった。エ

ンドサイトーシスの膜動態を調査するトレーサーの混合不良、および色素含有オルガネラが断片化

した形態から、Rab7欠損吸収上皮細胞はRab7欠損VE細胞で示された表現型と似ていた。 

この実験操作について、今まで小腸の損傷を懸念し、物理的な負荷を極力減らして操作した。具

体的には、腸管を移した培養液の入ったディッシュは、インキュベーション中は静置していた。し

かし、P 2や 18.5 dpcの小腸は培養液中で優しく混合しても問題がないことが分かり、今回はイン

キュベーション中に組織と培養液を何度かシェイクした。すると、18.5 dpc cKO腸管ではオルガネ

ラの断片化が観察された一方で、インキュベーション中に組織と培養液を何度かシェイクを行わな

かったときには観察されなかった緑のオルガネラと赤のオルガネラが非常に近接したやや大きめ

のオルガネラも観察された。この現象についての詳細な解析は今後の課題となるが、私はオルガネ

ラ同士が融合している可能性があると考える。したがって、cKO腸管では栄養の供給量が少ないと

オルガネラが断片化したような現象を示し、栄養の供給量が多いと、Rab7依存のエンドサイトーシ

ス経路とは別の栄養供給に関する機構が存在すると考えられる。こちらの参考文献(Randall et al., 
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2011)には、シェーカーで常に揺らしながら小腸を培養する方法が記載されており、今後は P2も含

めて培養液で小腸をインキュベートする際は常に揺らす必要があると考えられる。 

 

まとめ 

P2 cKO 小腸吸収上皮細胞で観察された異常に大きな空胞は、細胞の成長により巨大な空胞を形

成すること、また出生後の小腸吸収上皮細胞で形成されることがわかった。また、巨大な空胞が形

成される前の cKO 細胞では、細胞外の物質が細胞内に取り込まれていたが、オルガネラのサイズ

や融合プロセスに変化を生じた。  
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第 6 章 乳児期Rab7 欠損マウスにおける成長遅延 

研究目的 

cKOマウスの小腸吸収上皮細胞におけるエンドサイトーシスの欠陥は栄養失調を引き起こし、そ

の結果、成長に影響を及ぼすことが予想される。そこで、cKOマウスの出生直前（E18.5）および

生後（P1）から離乳（P21）までの体重測定を行い、ctrlマウスと比較することで、生育に影響する

のかを明らかにする。 

 

結果 

第 1節 ctrlおよび cKOマウスの母乳の摂食行動の確認 

まず、P2 cKOマウスの摂食状況が正常であるかを確認するため、母乳摂取中の ctrlおよび cKO

マウスの摂食行動を確認し、胃の中の母乳の貯留の程度を観察した。cKOマウスは ctrlマウスと同

様に摂食行動に問題がなく、胃は同腹仔内で同程度のミルクで満たされていた。したがって、cKO

マウスにおけるミルクの摂取は正常であった（図 6-1）。 

 

第 2節 出生直前から離乳までの ctrlおよび cKOマウスの体重測定 

ctrlと cKOマウスの体重差について、まず E18.5では雌雄ともに有意な差が認められなかった（図

6-2もしくは 6-3）。しかし、出生後の cKOマウスの体重は比較的小さく、この体重差は雄では P1

から P14まで（図 6-2）、雌では P1から P8まで維持された（図 6-3）。cKOマウスは腸吸収上皮

細胞におけるエンドサイトーシス活性が低下したにもかかわらず、母乳からむしろ十分な栄養を吸

収し、ctrlマウスより低速度で成長を持続する可能性がある。 

 

まとめ 

P2 ctrlおよび cKOマウスはどちらも、摂食行動に問題はなかったが、cKOマウスは雌雄ともに

成長遅延の傾向を示した。 
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考察 

小腸での消化機構はヒトを含む哺乳動物の離乳の前後で異なることが知られている(Henning, 

1985; Poquet and Wooster, 2016)。成人では、消化管管腔の細胞外加水分解酵素が摂取したタンパク質

や炭水化物の重合体を消化し、生じたアミノ酸や低分子量の炭水化物は特異的なトランスポーター

を介して腸吸収上皮細胞に吸収される(Louvard D, 1992; Pacha, 2000)。一方で乳児期では、母乳中の

タンパク質が小腸管腔で分解されないまま小腸に届き、エンドサイトーシスを介して腸吸収上皮細

胞に取り込まれ消化される(Baintner, 2007)。げっ歯類では、周産期の腸吸収上皮細胞は特殊な apical

側のエンドサイトーシス複合体を形成し、離乳まで維持される。apical側のエンドサイトーシス複

合体は apical側の細胞膜に隣接した管状および小胞エンドソームを含み、それから supranuclear 

vesiclesもしくはgiant vacuolesとして知られている大きなvacuoleがapical側の細胞質を占める(Clark, 

1959; Knutton et al., 1974; Wissig and Graney, 1968)。形態的および組織学的研究ではこれらの vacuole

は、消化酵素の存在、エンドサイトーシスマーカーや酸性内容物の蓄積といったリソソームとの共

通の特徴を共有する(Baintner, 1994; Fujita M, 1990; Gonnella and Neutra, 1984; Ichimura et al., 1994)。  

初期胚の臓側内胚葉および乳幼児の小腸は、エンドサイトーシス経路において、共通した特徴を

示す。すなわち、両者とも非常に大きなリソソームコンパートメントを有する。しかし、Rab7欠損

による表現型は大きく異なる。Rab7欠損臓側内胚葉では大きな apical vacuole が存在せず、代わり

に小さなエンドソーム様小胞が細胞質を満たす(Kawamura et al., 2012)。一方で、乳幼児小腸では、

Rab7欠損条件下で異常に大きな空胞が発達した。新生児の変異型の腸では intervillus pocketの近く

に位置する腸吸収上皮細胞に異常に大きな空胞が観察されなかった。この観察はRab7機能の喪失

による最初の影響が初期胚臓側内胚葉で観察された大きな apical vacuole が断片化するという知見

と一致した。臓側内胚葉では、apical vacuoleの形成が E5.5～5.7で始まり、apical vacuoleは 1日以

内の E6.2～6.7で現れる。生まれたばかりの腸吸収上皮細胞の半減期は 5日以上であると推定され

ている(Muncan et al., 2011)。したがって、絨毛末端に位置する腸吸収上皮細胞はRab7欠損胚を用い

た研究(Kawamura et al., 2012)で示した臓側内胚葉よりも長くRab7が欠損状態であった。すなわち、
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腸吸収上皮細胞の表現型は、特に絨毛末端部で位置する細胞で観察された巨大な空胞は、長時間の

Rab7欠損による影響と考えられる。Rab7欠損は初期的取り込みを含む小胞輸送経路のあらゆるス

テップで“traffic jam”を引き起こし、その結果、取り込み障害や空胞の肥大化などの終末的な形態

を示した。この老いた腸吸収上皮細胞の表現型とは対照的に、胎児の腸吸収上皮細胞では臓側内胚

葉のようなRab7機能欠損の際の初期的な欠陥を示した。 

Trpml1とTrpml3遺伝子にコードされているmucolipin-1と-3は乳児の小腸吸収上皮細胞に発現す

るカチオンチャネルである。小腸吸収上皮細胞のTrpml1とTrpml3のダブルノックアウト（mucolipin 

dKO）は乳児期では、Rab7欠損小腸吸収上皮細胞と同様に大きな空胞が形成される(Remis et al., 

2014)。mucolipin dKO細胞の巨大な空胞には初期エンドソームのマーカーである EEA1が蓄積する。

この巨大な空胞の発達は PIPKⅢ欠損細胞でも報告されている(Takasuga et al., 2013)。酵母のオルソ

ログである Fab1は、分裂を促進し融合を阻害することで、液胞のサイズを維持するのに重要であ

る(Yamamoto et al., 1995)。様々な文献から PtdIns(3,5)P2はmucolipinの正の制御因子で、mucolipinの

酵母のホモログがYvc1であることが報告されている(Dong et al., 2010; Miner et al., 2019)。カルシウ

ム透過型カチオンチャネルmucolipin-1は PtdIns(3,5)P2の存在下で直接的に活性化され、Ca2＋の流出

を可能にする(Dong et al., 2010)。Ca2＋はエンドリソソームからリソソームへの再構成と同様に、後

期エンドソームの同型もしくはリソソーム／液胞との異型融合の重要な制御機能を持つことが知

られている(Luzio et al., 2007a)。したがって、エンドソーム膜への PtdIns(3,5)P2の局所的な産生は限

定的な領域でのチャネルの活性を制御し、おそらく時間空間的に後期エンドソームの融合と分裂の

制御ができる可能性がある。Rab GTPaseは PtdIns変換にも関与し、エンドソームの成熟や選別にお

けるエンドソームの膜動態にも重要な役割を果たす。WDR91（Rab7のエフェクター）の欠損はエ

ンドソームの PtdIns3Pを増加させ、その結果、エンドサイトーシスに関連する巨大なコンパートメ

ントを蓄積し、リソソームへの輸送障害が起こる(Liu et al., 2017)。したがって、Rab5／Rab7置換の

調節とPIPKⅢ-mucolipin軸のPtdIns3Pのダウンレギュレーションはエンドサイトーシスに関連する

コンパートメントのアセンブリに対して保存された制御システムである。PtdIns の制御機構の不完
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全性は小胞輸送に関連する PtdIns結合分子の局在に影響を及ぼす可能性がある。したがって、Rab7 

cKO小腸吸収上皮細胞で大きな空胞化を示したという表現型は、部分的に浸透圧性の膨張やエンド

ソームのイオンチャネルの調節不良によって引き起こされた無秩序な融合と分裂の結果であると

考えられる。 

mucolipin dKOの小腸吸収上皮細胞は vacuoleが欠失し、さらに乳児期の成長遅延も示すため、エ

ンドサイトーシス経路と vacuoleのアセンブリが発育に直接関与していることを示唆する。しかし

ながら、mucolipin欠損とRab7 欠損で示す表現型は空胞の肥大化と共通しているにもかかわらず、

mucolipin変異型マウスはRab7よりも深刻な成長遅延と死亡率の増加を示している(Remis et al., 

2014)。この結果について私は、Rab7欠損により絨毛先端の小腸吸収上皮細胞で形成された巨大な

空胞が終末的な結果を反映していると考えている。なぜなら細胞の増殖が活発な intervillus pocket

に位置するほとんどの若い細胞には巨大な空胞がなく、正常な形態を示すため、それらがまだエン

ドサイトーシスが活発であり、新生児の栄養を維持していると考えられる。さらに、胎児期のRab7

欠損小腸吸収上皮細胞ではサイズは小さいがAVのようなオルガネラや、オルガネラ同士の融合が

部分的に観察されたことから、Rab7非存在下でもエンドサイトーシス経路が進行するような代償機

構や環境に依存した条件が存在する可能性があると考えられる。 

Rab7は病原菌の標的である。たとえば、salmonella enterica serovar Typhimuriumは腸吸収上皮細胞

に感染しRab7陽性エンドサイトーシスコンパートメントの中に入ること、およびインターロイキ

ン22が誘導するRab7アップレギュレーションが細菌の排除に関与すると考えられている(Forbester 

et al., 2018)。Rab7は salmonellaを含む空胞の形成に重要な制御因子で、空胞内では細菌が増殖する

ため、Rab7は細菌感染と密接に関与する(D'Costa et al., 2015; Mohapatra et al., 2019)。Mycobacterium 

aviumは選択的に腸上皮細胞に感染する。乳幼児は細菌感染への感受性がより高い。それゆえ、腸

特異的Rab7欠損変異型マウスは微生物感染への感受性が増強し、さらに自然環境下での栄養の取

り込みの低減を示す可能性がある。 
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実験材料と方法 

1．実験動物 

全ての動物実験は同志社女子大学研究倫理委員会により承認され、組織的および国際的なガイド

ラインに従って実験操作を行った。C57Bl/6および ICRマウスは SLC Japan （静岡, 日本）から購

入した。Villin-Creマウス（Jackson Laboratory）は Rab7 flox/flox；Gt（ROSA）26 Sortm1Shoと交配し、Rab7 

flox/flox；Gt（ROSA）26 Sortm1Sho；Villin-Creマウスを得た。すべてのマウスは 12 時間照明（明期 8:00-20:00、

暗期 20:00-8:00）で管理され、餌および水を自由に摂取できるように供給した。本研究では Rab7 

flox/flox；Gt（ROSA）26 Sortm1Shoをコントロール（ctrl）マウス、Rab7 flox/flox；Gt（ROSA）26 Sortm1Sho；

VilCre Tg / +をコンディショナルノックアウト（cKO）マウスとして使用した。 

 

2．腸組織を用いた遺伝子型解析 

2．1．PCR用腸溶解液の作製 

形態学的な観察を終えた小腸のサンプルはリン酸緩衝液（137mM NaCl、8.10mM Na2HPO4・12H2O、

2.68mM KCl、1.47mM KH2PO4）または PBS-T（0.05%（w/v）Tween20を含むリン酸緩衝液）で洗

浄し、Tris-EDTA緩衝液（pH8.0）に数秒間浸け置いた後、QuickExtractTM DNA Extraction Solution

（Epicentre）40-80 µlを分注した 0.2ml PCRシングルチューブへ移した。その後、55 ℃で 90分間の

インキュベートで腸組織を溶解し、95 ℃で 15分間の加熱による不活化を行ったことで、DNAテン

プレートとして PCRに用いるための腸溶解液を作製した。PCRを行うまでは、4℃で保存した。 

 

2．2．PCR法およびアガロースゲル電気泳動法による PCR産物の検出 

PCRは TaKaRa Ex TaqⓇ（Mg2+ free Buffer）（Takara）に添付の試薬とプライマーを含む反応液

48 ul（組成は下記に記す）および 2．1．で作製した腸溶解液 2 ulを加えて行い、各々の遺伝子型を

判別した。プライマーは株式会社北海道システム・サイエンスまたは株式会社エキシジェンで合成

した。プライマーセットおよび配列は表 2、表 3に示す。PCR は下記の通りの反応条件で行った。 



42 

 

【PCR反応液組成】 

10×ExTaq buffer（Mg2+ free） 5.0 µl 

2.5mM dNTPs   4.0 µl 

25mM MgCl2   3.0 µl 

ExTaq Polymerase   0.25 µl 

sense primer（100µM）  0.25 µl 

antisense primer（100µM）  0.25 µl 

蒸留水    35.25 µl 

Total    48 µl 

 

【Cre遺伝子アリル、Rab7floxアリル、Rab7アリル】 

95 °C, 2 min-[-95 °C, 10 sec-70 °C >>>62 °C, 10 sec(Δ1 °C /cycle)-72 °C, 1 min-]9 

-[-94 °C, 10 sec-62 °C, 10 sec-72 °C, 1 min-]25-72 °C, 5 min-4 °C, ∞ 

 

【Gt (ROSA) 26Sor tm1Sho 遺伝子アリル】 

95 °C, 3 min-[-95 °C, 10 sec-70 °C >>>60 °C, 10 sec(Δ1 °C /cycle)-72 °C, 1.25 min-]11 

-[-94 °C, 10 sec-60 °C, 10 sec-72 °C, 1.25 min-]25-72 °C, 5 min-4 °C, ∞ 

 

【Zfy1遺伝子アリル】 

95 °C, 2 min-[-95 °C, 10 sec-70 °C >>>61 °C, 10 sec(Δ1 °C /cycle)-72 °C, 30 sec-]10 

-[-94 °C, 10 sec-61 °C, 10 sec-72 °C, 30 sec-]25-72 °C, 5 min-4 °C, ∞ 

 

PCR反応後、反応液 10µlに 10×loading buffer（0.05% xylene cyanol、0.05%  bromophenol blue、1mM 

ethylenediaminetetraacetic acid（pH8.0）、30% glycerol）を 2µl添加して、100 bp DNA ladder（Bioneer, 



43 

 

D1030）とともに 1.5% アガロースゲル（1.5% アガロース、TAEバッファー、100 ng/ml 臭化エチ

ジウム）を用いて電気泳動を行った。電気泳動は泳動用緩衝液（0.5×TAE , 200 ng/ml 臭化エチジウ

ム）を用いて、定電圧モード 100Vで 30分間行った。電気泳動終了後、UV照射により PCR産物

を検出した。 

 

3．組織学的解析 

3．1．1．腸のテクノビット標本作製および切片作製 

断頭により安楽死させた新生児マウス（P2）もしくは胎児マウス（E18.5）から小腸を摘出した

後、リン酸緩衝液内で小腸の中央より下部の部位を 3-5 mmに断片化し、4%パラホルムアルデヒド・

リン酸緩衝液（4% PFA）に浸して一晩 4℃で固定した。固定された小腸組織を 4℃のリン酸緩衝液

で洗浄後、50%、75%、87.5%、93.75%エタノール/リン酸緩衝液で 1時間毎に順次濃度を上げて室

温で脱水し、その後 100%エタノールに室温で 1時間脱水し、さらに新しい 100%エタノールに浸し

て 4℃で一晩脱水した。翌日、常温硬化樹脂である Technovit 7100 (Kulzer) 液に置換するため、50%、

75%、87.5%、93.75%Technovit液/リン酸緩衝液に 2時間毎に順次濃度を上げて室温で浸け置き、最

後に 100% Technovitに浸して 4℃で一晩浸漬した。最終的に Technovit 7100液と Technovit 7100硬

化剤を 40:1の割合で混ぜた溶液を用いて包埋し、Technovit 3040の粉末と Universal liquid 液

（Technovit 3040に対する体積比、2：1）を混ぜた接着剤でヒストブロックに固定することで、試

料ブロックを作製した。切片は回転式ミクロトーム（Leica, ライカRM2255）を用いて、試料表面

を温かい息で湿らせてから厚さ 3～4µmになるように切り出し、蒸留水の上に浮かべて水上で伸展

させた。その後、切片はスライドガラス（松浪, MAS-01）ですくいとり、スライドガラスに定着さ

せて 42℃の伸展機で乾燥させた。 

 

3．1．2．ヘマトキシリン・エオジン染色、封入および観察 

切片が貼り付いたスライドを染色かごに入れ、Hematoxylin 溶液で 30 分間染色後、5 分間流水で
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洗浄した。さらに Eosin 溶液で 30 秒間染色し、流水で 5 分間洗浄した。染色された切片が貼り付

いたスライドを 42℃の伸展機で乾燥させたあと、封入剤（ORSAtec）とカバーガラス（松浪）を用

いて永久プレパラートを作製した。染色された切片は顕微鏡（OLYMPUS BX50）で撮影され 、画

像はQImaging MicroPublisher 5.0 RTV（Teledyne Photometrics）により取得した。 

 

3．2．腸の透過型電子顕微鏡標本の作製および観察 

電子顕微鏡観察は株式会社 東海電子顕微鏡解析（株）に解析を依頼した。具体的にはまず、摘

出した新生児マウス（P2）の小腸を 0.1Mリン酸緩衝液に 2% PFAおよび 2% グルタールアルデヒ

ドを含んだ固定液に浸し、4℃で一晩固定した。固定したサンプルはその後、東海電子顕微鏡解析

（株）で洗浄され、2% 四酸化オスミウム溶液で 2時間後固定され、樹脂に包埋された。この切片

は厚さ 70 nmで切り出され、酢酸ウラン染色液と鉛染色液（Sigma-Aldrich）で染色された。染色さ

れた切片は JEM-1400 Plus electron microscope（株式会社日本電子）にて撮影され、画像はCCD カ

メラ（株式会社オリンパス）で取得された。 

 

4．ホールマウント（Whole mount）小腸の蛍光免疫染色 

新生児マウス（P2）は断頭により安楽死させ、摘出した小腸を氷冷したリン酸緩衝液（PBS）内

に移し、腸間膜結合組織および脂肪組織をピンセットで取り除いた。小腸は中央より下部の部位を

解剖用ハサミで 1-2mmの長さになるように切断し、得られた腸組織の断片をヴァンナス型剪刀で

縦方向に展開した（図ⅰ）。管腔側が剥き出しになった腸管を PBSで洗浄し、すぐに 4% PFAに浸

して 4℃で一晩固定した。固定した小腸は PBSで洗浄した後、10mM Glycine/PBSに室温で 10分間

浸け置くことでパラホルムアルデヒドをクエンチングし、再度 PBSで洗浄した。次に、0.5% Triton-X 

100/PBS中で 20分間、室温で透過処理を行い、その後、0.5% Triton-X 100、0.5% TSA ブロッキン

グ試薬（PerkinElmer）、 1% 正常ロバ血清、0.05%Tween20および 0.01%アジ化ナトリウムを含む

PBS（ブロッキング液）へ移して、4℃で一晩振盪しながらブロッキング処理を行った。続いて 1
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次抗体を含むブロッキング液の中で 4℃にて一晩振盪しながら浸け置いた。その後、PBS-T（0.05%

（w/v）Tween20を含む PBS）で洗浄し（20min x 6）、遮光条件下で、2次抗体を含むブロッキング

液の中で 4℃にて一晩振盪しながら浸け置いた。ラベルされた小腸は、遮光条件下で、PBS-Tで洗

浄後（20min x 6）、4% PFA内で室温にて 20分間浸け置き、再度 PBS-Tで洗浄した（20min x 6）。

最後に遮光条件下で、20%Glycerol/PBS-T、40%Glycerol/PBS-Tへ室温にて 10分間ずつ順次浸け置

き、DAPIを含むVECTASHIED（Vector Laboratories）を 4℃で一晩マウントした。観察は共焦点レ

ーザー顕微鏡（Zeiss LSM800, Oberkochen, Germany）を用いることで可視化した。撮影時はラベル

した腸管をガラスベースディッシュ（IWAKI, 3910-035）の上に置き、DAPIを含むVECTASHIED

をマウントした後、18mm x 18mmのカバーガラス（松浪）をかぶせて観察した（図ⅱ）。用いた一

次抗体について、アフィニティー精製したウサギ抗 Sorting nexin 1（SNX1）抗体(Nakamura et al., 2001)

および抗 Syntaxin 7（Stx7）抗体(Nakamura et al., 2000)はそれぞれ、2.4および 4.1µg/mlになるように

ブロッキング液で希釈された。抗Rab7モノクローナル抗体（チキン クローン OA561）は 6.9µg/ml

で使用した(Aoyama et al., 2012; Kawamura et al., 2012)。抗 Lamp2モノクローナル抗体（ラット クロ

ーン GL2A7）はDevelopmental Study Hybridoma Bank から入手し、4.4µg/mlで使用した。フルオレ

セイン-、Cy3-およびCy5-結合二次抗体は Jackson ImmunoResearchから入手し、製造元の推奨に従

ってグリセロールが 50%になるように添加し、それぞれブロッキング液に 1:100、1:500および 1:250

の希釈倍率で溶かして使用した。 

 

5．腸管のwhole mount を用いたX-gal染色アッセイ 

5．1．胎児マウス（18.5dpc）の摘出 

妊娠 18.5日目（18.5dpc）の妊娠マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、開腹した。次に子宮頸部、

子宮広間膜および卵巣周辺を切除し、子宮を摘出した。さらに摘出した子宮の胎盤周辺の子宮組織

や羊膜を、胎児を傷つけないようにピンセットで破り取り、胎児を摘出した。取り出した胎児は、

臍帯を切除した後、口周辺の羊水を入念にふき取り、皮膚を優しくつまんで肺呼吸を誘発させた。 
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5．2．Whole mount小腸を用いたX-gal染色アッセイ 

胎児マウス（18.5dpc）は断頭により安楽死させ、摘出した小腸を PBS内に移し、腸間膜結合組

織および脂肪組織をピンセットで取り除いた。小腸は中央より下部の部位を解剖用ハサミで 1-2mm

の長さになるように切断し、得られた腸組織の断片をヴァンナス型剪刀で縦方向に展開した（図ⅰ）。

管腔側が剥き出しになった腸管を PBSで洗浄し、室温で 20分間、4% PFAを用いて固定した。そ

の後、PBSで洗浄し、1mg/ml X-gal染色液（ジメチルホルムアミド（wako, 045-02916）に溶解した

20mg/ml X-gal（5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル-β-D-ガラクトピラノシド）（wako, 027-07854）を

Beta‐Galactosidase Staining Kit（Mirus Bio, MIR2600）の β-Gal Staining Solutionで希釈）へ腸管を移

し、37℃で 2時間、遮光しながらインキュベートした。途中、20‐40 mM Tris-HCl（pH7.3）を含む

16.3 mg/ml X-gal染色液に移し替えた。染色後は PBSで洗浄し、4%PFAで一晩以上、4℃で固定し

た。染色されたwhole mount小腸は顕微鏡（Leica M205 C）で撮影し 、画像はQImaging MicroPublisher 

5.0 RTV（Teledyne Photometrics）により取得した。撮影時は染色した腸管を、PBSを加えたディッ

シュ（IWAKI, 1000-035）の中に置き、観察した。 

 

6．腸管試料を用いた in vitro uptakeアッセイ 

新生児マウス（P2）は断頭により安楽死させ、摘出した小腸は 2mM L-glutamine（Thermo Fisher 

Scientific, 25030149）、1mM sodium pyruvate（Thermo Fisher Scientific, 11360070）、4.5g/L glucose、

3.7g/L sodium bicarbonateを含むDMEM（Dulbecco’s Modified Eagle Medium（SIGMA, D5030-1L）内

に移した。腸管はDMEM内で小腸の中央より下部の部位を 2-3mmの長さになるように切断し、眼

科用ハサミで縦方向に展開した（図ⅰ）。剥き出しになった腸管管腔はDMEMで洗浄し内容物を取

り除いた。腸組織はDMEMおよびラット血清が1:1の割合で含まれる培養液（Culture Medium, CM）

中へ移し、5 % CO2 および 95 %空気下で 37˚C、30分間インキュベートした。次に、腸組織は 2mg/ml 

tetramethylrhodamine-dextran（70,000MW, lysine-fixable, Thermo Fisher Scientific）を含む培養液内で 15

分間インキュベートした。その後DMEMで洗浄しCM内で 15分間チェイスした。さらに 2mg/ml 
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FITC-dextran（70,000MW, lysine-fixable, Thermo Fisher Scientific）を含む培養液内で 5分間インキュベ

ートし、DMEMで洗浄後、0分、15分、30分CM内でインキュベートした。最終的な標識および

チェイスが終了した後、腸組織は 4% PFA/PBS内へ移し、4℃で一晩固定した。インキュベーター

は 5 % CO2 および 95 %空気下かつ 37˚Cに設定したミニCO2インキュベーター（Asahi,  4020 型）

を用いた。培養液はすべて実験当日に調製し、解剖前にインキュベーター内で 1時間以上保存して

から使用した。翌日、20% Glycerol / PBS-T、40% Glycerol / PBS-Tへ 10分間ずつ室温で順次浸しグ

リセロール置換を行った後、DAPIを含むVECTASHIED（Vector Laboratories）でマウントし、共焦

点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM800, Oberkochen, Germany）で可視化した。撮影時はラベルした腸管

をガラスベースディッシュ（IWAKI, 3910-035）の上に置き、DAPIを含むVECTASHIEDをマウン

トした後、18mm x 18mmのカバーガラス（松浪）をかぶせて観察した（図ⅱ）。 

 

7．免疫ブロッティング 

7．1．小腸ライゼートの調製 

P2マウスの小腸断片は管腔サイドをむき出しにするためヴァンナス型剪刀を使って縦方向に展

開され（図ⅰ）、腸絨毛は 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) および protease inhibitor cocktail 

(Roche) を含む、もしくは含まない冷えた PBS内で目開き 300µmのナイロンメッシュにこすりつ

けることで筋層から分離された（図ⅲ）。この絨毛はチューブ内へ回収し、3,000 rpm、4 ℃で 1分

間遠心分離することでペレット状にした。それから余分な PBSを除去し、ペレット状の絨毛に 50 

mM Tris-HCl（pH 7.4）、5 mM MgCl2、1 mM ethylenediaminetetraacetic acid、1 % sodium dodecyl sulfate

（SDS）、1 mM dithiothreitol（DTT）、1 mM PMSFおよび protease inhibitor cocktailを含む lysis緩衝

液を加えた。その後、氷中で Probe-type SonicatorであるMisonix MICROSON Ultrasonic Cell Disruptor 

XL2000を用いて 10秒間 x 2回、超音波破砕を行うことでペレット状の絨毛を溶解した。最後に 5

分間、95 ℃の加熱処理を行い、未破壊の細胞や核を取り除くために 4 ºC、10,000 rpmになるまで遠
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心したものを、小腸ライゼートとして用いた。ライゼートのタンパク質濃度の定量は bicinchoninic 

acid（BCA）法により測定した（PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific）。 

 

7．2．SDS-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）法及びウエスタンブロッティング 

BCA法の結果からライゼートを P2では 1laneあたり 15µgもしくは 1µg、E18.5では 1laneあたり

5.5µgもしくは 1µgになるように、0.06% bromophenol blue、50 mM Tris-HCl（pH 6.8）、60%（w/v）

glycerol、12 % SDSおよび 10 mM DTTを含む 6xサンプルバッファーを 3µL加え、MilliQで全量を

18ulになるようにサンプル溶液を調製した。サンプル溶液は 55 ℃で 5分間の加熱、還元処理を行

った。この試料溶液は e・パジェル 5-20%（アトー株式会社, E-T520L）を用いて 25mM Tris、192mM 

Glycineおよび 0.1 % SDSを含む泳動用緩衝液内で、定電流モード 0.04 Aで 80分間泳動し、タンパ

ク質の分離を行った。分離したタンパク質はウェット法により、転写用緩衝液（24mM Tris、193mM 

glycine、20 % methanol）内で定電流モード0.2 A、120分間、PVDF膜（ImmobilonTM Transfer Membranes

（Millipore））に転写した。転写膜は 5%もしくは 10 %スキムミルク（明治ステップ（Meiji））/T-BST

（25mM Tris、137mM NaCl、2.7mM KCl、0.05% （v/v）Tween20）内で 1時間、室温で振盪させな

がらブロッキングした。その後、T-BSTで洗浄し、5%もしくは 10 %スキムミルク/T-BST内で 1,000

倍希釈した抗Rab7抗体、5%スキムミルク/T-BST内で 5,000倍希釈した SNX1抗体、5%スキムミ

ルク/T-BST内で 1,000倍希釈した抗 Stx7抗体および抗 Lamp2抗体、5%もしくは 10 %スキムミル

ク/T-BST内で1,000倍希釈した抗β-actin抗体を4 ℃で一晩、振盪させながら一次抗体反応を行った。

一次抗体を反応させた後、余分な抗体をT-BSTで洗浄し、5%スキムミルク/T-BST内で 5,000倍希

釈したペルオキシターゼ標識ロバ抗ウサギ IgG抗体もしくは抗ラット IgG抗体（Jackson Immuno 

Research）、5%もしくは 10 %スキムミルク/T-BST内で 2,000倍希釈したペルオキシターゼ標識ロ

バ抗チキン IgY抗体（Jackson Immuno Research）10 %スキムミルク/T-BST内で 5,000倍希釈したペ

ルオキシターゼ標識ロバ抗マウス IgG抗体（Jackson Immuno Research）を室温で 1時間、振盪させ

ながら二次抗体反応を行った。反応後、再びT-BSTで 5分間振盪する操作を 4回繰り返して洗浄し
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た。最後に Pierce Western Blotting Substrate Plus （Thermo Fisher SCIENTIFIC）を用いた化学発光法

によりCCDカメラ （ImageQuant LAS 4000 mini（GE Healthcare Life Sciences））で検出した。バン

ドの強度は ImageQuantTM TLソフトウェア（GE Healthcare Life Sciences）のAnalysis Toolboxを用い

て測定した。 

 

8．体重測定 

雄または雌マウスの体重は出生直前および出生直後から離乳までグラフに示した週齢（E18.5, P1, 

P8, P14, P21）で測定した。妊娠日齢は雄と雌マウスを交配させ、雌マウスのプラグ確認日を妊娠 0

日として計算した。出生日（P0）は出生日前日（E18.5）の 14時以降の時点で未出産であることを

確認し翌日、産仔したことを確認したうえで特定した。E18.5マウスは母親マウスを午後 1時以降

に頸椎脱臼し開腹後、摘出した。その後電子天秤を用いて体重を測定した。出生後のマウスは午前

9-12時に天秤を用いて体重を測定した。体重測定にはリッター数が 4匹以上かつ 10匹以下のマウ

スを用いた。すべてのマウスのDNAは尾より抽出し、性別は表 1および 2で示した Zfy-Fw2と

Zfy-Rv2のプライマーセットを用いた PCRにより確認した。 

 

9．統計的解析 

2グループ間の差を解析するために Student’s unpaired t-testを行い、P<0.05で有意な差があると判

断した。データは平均値±標準誤差で示した。 
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図 1 エンドサイトーシス経路の模式図 

細胞表面および細胞外の不要な高分子物質はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ、

初期エンドソーム、後期エンドソーム、リソソームへと運ばれる。その輸送過程は膜融合によって

進行する。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 液胞融合サイクルにおけるHOPSと SNAREの相互作用モデル 

HOPS複合体はSNARE複合体などさまざまな因子と相互作用しながら、液胞融合を制御している。

この反応は 4段階の過程に分けられる。 

1）プライミング（priming） 

ATP 加水分解反応により、cis-SNARE 複合体が解離し、活性化される。またこの段階で、SNARE

複合体因子であるVam7は SNAREから解離する。そして、HOPS、Rab7、Vam3が複合体を形成す

る。 

2）テザーリング（tethering） 

小胞と目的の小胞が、HOPS、Rab7、Vam3複合体によって繋がれる。 

3）ドッキング（docking） 

小胞と目的の小胞のそれぞれに存在する SNARE が結合し、trans-SNARE 複合体を形成すること

で小胞同士が結合する。 

4）融合（fusion） 

結合した小胞同士の膜が融合する。 



 

 

  



図 3 Rab置換およびホスファチジルイノシトール（PtdIns）変換を伴うエンドソームの成熟とエン

ドソームもしくはリソソームとの融合プロセス 

エンドサイトーシスにより積み荷分子が細胞内へ取り込まれた後、形成されたエンドソームは成

熟し、リソソームへ輸送される。成熟プロセスはRab置換と PtdIns変換が同時に進行する。Rab置

換では、初期エンドソーム（EE）膜に局在するRab5がRab7に変換され、Rab7が局在する後期エ

ンドソーム（LE）が形成される。PtdIns 変換では、EE 膜の PtdIns が主にホスファチジルイノシト

ール 3‐キナーゼ（PI3K）複合体（Vps34、Beclin、Vps15 を含む）の脂質キナーゼとして機能する

Vps34 により PtdIns3-P へ変換された後、ホスファチジルイノシトール‐3‐リン酸 5-キナーゼ

（PIPKⅢ）によりさらにリン酸化され、PtdIns3, 5-P2が豊富な LEが形成される。Vps34はWDR91/81

（Rab7のエフェクター）を介して負の制御を受ける。PtdIns3-PとRab5は EEA1（Rab5のエフェク

ター）との結合を介して EE 間の同型融合に関与する制御因子である。EEA1 はコイルドコイル構

造を持ち、Fyveドメイン（C末端）は PtdIns3-Pと、ジンクフィンガー（N末端）はRab5と結合す

る。同型融合はLE間においても行われ、Rab7とHOPS複合体との相互作用により行われる。この

相互作用は LEとリソソームの融合（異型融合）も制御する。LEにはカルシウム透過型カチオンチ

ャネルのmucolipinが局在し、PtdIns3, 5-P2により直接活性化されることで、LEやエンドリソソーム

内のカルシウム（Ca2＋）を細胞質へ放出する。放出されたCa2＋は LEからリソソーム間の同型融合

と異型融合、さらにはエンドリソソームからリソソームへの再構成に関与する膜動態を制御する。 

図は(Casanova and Winckler, 2017)より引用し一部改変。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 Cre介在性 Rab7遺伝子の欠損 

野生型 Rab7遺伝子座（上）、ターゲティングコンストラクト（上から 2番目）、標的遺伝子座

（上から 3番目）、2カ所の FRT配列で挟んだネオマイシン（Neo）耐性カセットのフリッパーゼ

（flp）介在性削除後の Rab7遺伝子座のマップ（上から 4番目）、Villin-Creトランスジェニックマ

ウスとの交配による2カ所の loxP配列で挟んだエキソン2とエキソン3のCreリコンビナーゼ介在

性削除後の Rab7遺伝子座（上から 5番目）、9 kbのVillinプロモーターに結合したCreリコンビナ

ーゼ遺伝子を含む遺伝子座のマップ（上から 6番目）。上から 6番目は(El Marjou et al., 2004)より引

用し一部改変。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 18.5 dpc回腸whole mount を用いた x-gal染色アッセイ 

aはβgeo遺伝子がトラップされた（プロウイルス）ROSA26遺伝子座の改変を示す。LTR；long terminal 

repeat，SA；スプライシングアクセプター，βgeo；β-gal-neomycin resistance fusion gene，CD；cytosine 

deaminase，PURO；puromycin。bは 18.5 dpc Rab7 flox/flox；Gt (ROSA) 26 Sor tm1Shoおよび Rab7 flox/flox；VilCre 

Tg / +；Gt (ROSA) 26 Sor tm1Shoマウスの回腸whole mount を用いたLacZ染色の結果を示す。aは(Mao et 

al., 1999)より引用し一部改変。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1-3 18.5 dpc回腸粘膜ライゼートによる抗Rab7抗体および抗β-actin抗体のウェスタンブロッテ

ィング 

抗Rab7抗体および抗 β-actin抗体を用いて 18.5 dpc Rab7 flox/flox（n=3、レーン 1から 3）および Rab7 

flox/flox；VilCre Tg / +（n=3、レーン 4から 6）の回腸粘膜溶解液によるウェスタンブロッティングを行

った（a）。イミュノブロットより測定したRab7と β-actinの相対量を bに示す。水平バーは平均値

±SEMを表し、p値はグラフ中に示した。 



 

 

図 1-4 抗Rab7抗体を用いた 18.5 dpc回腸のwhole mount蛍光免疫染色 

抗Rab7抗体（赤）を用いて 18.5 dpc Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox, VilCre Tg / +マウスの回腸のwhole 

mount蛍光免疫染色を行った。対比染色にはDAPI（青）を用いた。aおよび bは Rab7 flox/flox 、cお

よび dは Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +の回腸の絨毛を示す。矢印は回腸吸収上皮細胞の apical側のRab7

のシグナルを示す。バーは 20µm。 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 P2回腸粘膜溶解液による抗Rab7抗体および抗 β-actin抗体のウェスタンブロッティング 

抗Rab7抗体および抗 β-actin抗体を用いて P2 Rab7 flox/flox（n=2、レーン 1から 2）および Rab7 flox/flox；

VilCre Tg / +（n=3、レーン 3から 5）の回腸粘膜溶解液によるウェスタンブロッティングを行った（a）。

イミュノブロットより測定したRab7と β-actinの相対量を bに示す。水平バーは平均値±SEMを表

し、p値はグラフ中に示した。 



 

図 1-6 抗Rab7抗体を用いた P2回腸のwhole mount蛍光免疫染色 

抗Rab7抗体（赤）を用いて P2 Rab7 flox/floxおよび Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +マウスの回腸のwhole mount

蛍光免疫染色を行った。対比染色にはDAPI（青）を用いた。aおよび bは Rab7 flox/flox 、cおよび d

は Rab7 flox/flox；VilCre Tg / +の回腸の絨毛を示す。矢印は回腸吸収上皮細胞の apical側のRab7のシグ

ナルを示す。バーは 20µm。 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 乳児期マウス小腸の模式図 

成人期のヒトの小腸は、約 25cmの十二指腸、胃側（近位）から約 2/5を占める空腸、盲腸側（遠

位）から約 3/5を占める回腸で構成されているが、各々の部位の明確な境界線は存在しない。乳児

の小腸は小腸吸収上皮細胞のエンドサイトーシスに関連する膜系構造の違いによって、空腸型、中

間部型、回腸型の 3つの部位に分類されているが、これらの部位は近位から遠位にかけて小腸吸収

上皮細胞の性質が徐々に変化することで構築されている(Baba et al., 2002)。さらに、小腸近位から遠

位にかけて、小腸の色が薄い桃色から濃い黄色、そして淡黄色へと変化する。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 生後 2日目（P2）の ctrlおよび cKOマウスの消化管の全体像および長さの比較解析 

P2の ctrlおよび cKOマウス（ctrl；n = 9，cKO；n = 11）より消化管を摘出し、消化管（幽門から肛

門まで）の長さを測定した。aは ctrlおよび cKOにおける胃から肛門までの消化管の全体像をデジ

タルカメラで撮影した図を示す。bは ctrlおよび cKOにおける幽門から肛門までの小腸および大腸

の長さの平均値±標準誤差を示したグラフである。消化管における肉眼的外観および長さに差はな

かった（p >0.05）。  



 

図 2-3 生後 2日目（P2）の ctrlおよび cKOマウスの小腸組織におけるH&E染色 

生後 2日目のマウス小腸下部のテクノビットによる樹脂切片を作製し、H&E染色を行った。a，d

および b, eの囲った領域の高倍率画像をそれぞれ b，eおよび c，fで示す。P2の ctrlマウス（aか

らc）とcKOマウス（dから f）の回腸吸収上皮細胞において、ctrlではeosin陽性の大きなapical vacuole

（AV）が観察されたが cKOでは eosin陰性の異常に大きな空胞が形成された。矢頭は ctrl回腸吸収

上皮における大きなAVを、矢印は cKO欠損細胞で観察された異常な空胞化を示す。バーはそれ

ぞれ 50μmを示す。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 生後 2日目（P2）ctrlおよび cKOマウスの回腸吸収上皮細胞の透過型電子顕微鏡画像 

P2 ctrl（a，cと e）と cKO（b，d，fと g）から摘出した回腸吸収上皮細胞の電子顕微鏡画像を示す。

ctrl細胞では電子密度の高い大きな apical vacuole（AV）が存在する。アスタリスク（*）は cKO細

胞で観察された異常に大きな空胞を示す。ctrl細胞における微絨毛下の管状小胞ネットワークは黄

色矢印で示した（c）。cKO細胞ではこの初期のエンドソームネットワークが膨らんでいた（d，赤

い矢印）。バーは aと bのパネルで 20μm、cと dで 1μm、eから gで 10μmを示す。AV；large apical 

vacuoles，N；nuclei of enterocytes，Mv；microvilli。 



図 2-5 P2 ctrlおよび cKO小腸吸収上皮細胞に存在する小胞または空胞の電子密度とサイズの比較 

P2の ctrl細胞における細胞内小胞の大きさと電子密度（細胞数 = 23，aの黄色線で示したように選

択）および cKO細胞内空胞の大きさと電子密度（細胞数 = 18，aの赤色線で示したように選択）

の分布を電子顕微鏡画像上で測定し、Scatter plotで示した（b）。小胞や空胞サイズの分布（> 1 μm2）

は cで示している（統計的な有意性は student’s t-testの両側検定で評価した）。cKO細胞には電子密

度が低く、100μm2以上のサイズを持つ大きく膨らんだ空胞構造が蓄積した（b，c）。バーは 5μm

を示す（a）。水平バーは平均値±SEMを表し、p値はグラフ中に示した。 

  



 

図 3-1 抗 Rab7抗体、抗Lamp2抗体、抗 SNX1抗体を用いた P2 回腸whole mount蛍光免疫染色 

ctrl（aと b）および cKO細胞（cと d）におけるエンドサイトーシスマーカーの SNX1（赤）、 Lamp2

（緑）およびRab7（青）の局在。bの ctrl腸細胞における囲ったエリアの高倍率の画像は eから h

で示されている。矢印と矢頭はオルガネラマーカーの重なりを示す。バーは aから dのパネルで

20μmを、eから hのパネルで 5μmを示す。 

  



 

図 3-2 抗 Rab7抗体、抗Lamp2抗体、抗 Stx7抗体を用いた P2 回腸whole mount蛍光免疫染色 

ctrl（aと b）および cKO腸細胞（cと d）におけるエンドサイトーシスマーカーの Stx7（赤）、 Lamp2

（緑）およびRab7（青）の局在。bの ctrl腸細胞における囲ったエリアの高倍率の画像は eから h

で示されている。矢印と矢頭はオルガネラマーカーの重なりを示す。バーは aから dのパネルで

20μmを、eから hのパネルで 5μmを示す。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 P2回腸粘膜溶解液を用いた抗 SNX1抗体、抗 Stx7抗体、抗 Lamp2抗体、抗 β-actin抗体の

ウェスタンブロッティング 

抗 SNX1抗体（a）および抗 Lamp2抗体（b）、抗 Stx7抗体（d）、抗 β-actin抗体（cまたは e）を

用いて P2 ctrl（n=3、レーン 1から 3）および cKO（n=3、レーン 4から 6）の回腸粘膜溶解液を用

いたウェスタンブロッティングを行った。イミュノブロットより測定した各々のタンパク質と

β-actinの相対量（aまたは bのメンブレン／cのメンブレン，dのメンブレン／eのメンブレン）を

グラフに示す。水平バーは平均値±SEMを表し、p値はグラフ中に示した。 

  



 

 

 

図 4-1 uptake実験の模式図 

50%ラット血清を含むDMEM（Culture Medium，CM）内で 30分間インキュベートした腸組織をま

ず、tetramethylrhodamine-dextran（RD）を含むCM内へ移し、15分間インキュベートした。その後、

色素を含まないCM内で 15分間チェイスした。さら FITC-dextran（FD）を含むCM内で 5分間イ

ンキュベートし、最後に 0分、15分、30分間、色素を含まないCM内でチェイスした。すべての

工は、5 % CO2、37˚Cの条件下で行った。チェイス終了後は腸組織を 4 % PFAで一晩固定した。 



図 4-2 P2マウス小腸吸収上皮細胞における uptake実験および cKOとの比較 

小腸吸収上皮細胞における蛍光 dextranを用いたエンドサイトーシス。P2腸を培養し

rhodamine-dextran（RD, 赤）で 15分間標識した後、15分間チェイスした。さらに fluorescein-dextran

（FD, 緑）で 5分間パルス標識し、その後、図に示した時間通りにチェイスした。a-fは ctrl、g-l

は cKO細胞を示す。微分干渉観察（Differential Interference Contrast; DIC）を重ね合わせた画像は d

から fおよび jから lで示している。 



図 5-1 P2 Rab7欠損マウスの小腸吸収上皮細胞における空胞化の発達 

出生 2日目（P2）の controlマウスおよび cKOマウスにおける小腸絨毛の Toluidine Blue染色（aは

ctrlの小腸絨毛、bは cKOの小腸絨毛）。絨毛先端近くの小腸吸収上皮細胞における電子顕微鏡画

像は a1と b1で、絨毛の基底付近の小腸吸収上皮細胞は a2と b2、それから基底の小腸吸収上皮細

胞は a3と b3で示した。 a1-a3および b1-b3における囲まれた領域はそれぞれ a4-a6および b4-b6で

示した。N, nucleus; GV, abnormal gigantic vacuole。バーは aと bで 50μmを、a1から a3と b1から b3

のパネルで 10μmを、a4から a6と b4から b6のパネルで 2μmを示す。水平バーは平均値±SEMを

表し、p値はグラフ中に示されている。 

  



図 5-2 P2 cKOマウスの小腸絨毛基底（bottom）、絨毛付近（near the bottom）、および絨毛先端（tip）

の小腸吸収上皮細胞で発達した空胞のサイズの測定 

小腸吸収上皮細胞の細胞内に存在する小胞の面積を測定し（ctrl; n=55, cKO: n=32）、その分布を c

に示した（統計な有意性は student’s t-testの両側検定で評価した）。空胞化した小腸吸収上皮細胞は

絨毛に沿って重症化する勾配を示し、この勾配は細胞の年齢に対応する。基底の若い小腸吸収上皮

細胞については空胞のサイズに問題がないように見えるが、先端においては空胞化が最も顕著とな

る。 

 

  



 

 

図 5-3 18.5dpc ctrlおよび cKO小腸組織のHE染色 

Hematoxylin and eosin (HE) 染色を行った腸のテクノビット包埋切片で、囲った領域の高倍率画像が

示されている。HE染色を行った 18.5dpc（E18.5）における ctrl胎児 (aから c) と cKO胎児 (dから

f) におけるの回腸では顕著な空胞形成は観察されなかった。バーは 50μm。 

  



図 5-4 18.5dpcマウス小腸吸収上皮細胞における uptake実験および cKOとの比較 

小腸吸収上皮細胞における蛍光 dextranを用いたエンドサイトーシス。まず 18.5dpc腸を培養し

rhodamine-dextran（RD, 赤）で 15分間標識した後、15分間チェイスした。さらに fluorescein-dextran

（FD, 緑）で 5分間パルス標識し、その後、図に示した時間通りにチェイスした。蛍光標識された

小腸は連続切片像を取得できる z-stack機能で0.48μmの厚さで a-fは ctrl、g-lは cKO細胞を示した。

ctrlの小腸吸収上皮細胞では、最初に FDが apical vacuoleの周辺で観察され（aと d）、その 15分

後には小胞が apical vacuoleと融合しており（bと e）、最終的にほとんどの apical vacuoleが黄色く

なった（cと f）。18.5dpc cKO小腸吸収上皮細胞はRDや FDが取り込まれたが（gと j）、オルガ

ネラのサイズが小さく、RDと FDが混ざっていないオルガネラも観察された（h、k、iと l）。zx

画像は Zeiss（blue edition）softwareを用いて編集した。バーは 5µm。 

 



 

 

 

図 6-1 P2 ctrlおよび cKOマウスの胃 

P2の同腹仔のペアの画像は cKO仔の胃が正常な仔の胃と同様にミルクで満たされたということを

示し (矢印)、飲乳および摂取が cKOで正常であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

図 6-2 ctrlおよび cKO雄マウスの出生直前から離乳までの体重測定のグラフ 

雄マウス（ctrlに対しては n＝33［day1］、n＝17［day8］、n＝43［day14］、n＝17［day21］；cKO

に対しては n＝32［day1］、n＝11［day8］、n＝31［day14］、n＝11［day21］）の体重は誕生から

図に示したタイミングで観察した。18.5 dpc（E18.5）の仔は母マウスから取り除き、それらの雄の

体重（ctrl、n＝12；cKO、n＝15）を測定した。胎児および乳幼児の性別はY染色体の Zfy遺伝子

座の PCR増幅により決定された。エラーバーは SEMを表し、p値はグラフ中に示されている。 

 

 



 

図 6-3 ctrlおよび cKO雌マウスの出生直前から離乳までの体重測定のグラフ 

雌マウス（ctrlに対しては n＝27［day1］、n＝17［day8］、n＝42［day14］、n＝17［day21］；cKO

に対しては n＝21［day1］、n＝15［day8］、n＝39［day14］、n＝15［day21］）の体重は誕生から

図に示したタイミングで観察した。18.5 dpc（E18.5）の仔は母マウスから取り除き、それらの雌の

体重（ctrl、n＝8；cKO、n＝20）を測定した。胎児および乳幼児の性別はY染色体の Zfy遺伝子座

の PCR増幅により決定された。エラーバーは SEMを表し、p値はグラフ中に示されている。 

 

 

 

 



 

 

図ⅰ  whole mount小腸の作製 

この図では、whole mount小腸の作製方法について示した。まず、新生児マウス（P2）もしくは胎

児期マウス（18.5dpc）を断頭により安楽死させ、小腸を摘出した。摘出した小腸は中央より下部で

1-2mm幅に輪切りにした。輪切りにした小腸は、ヴァンナス型剪刀を用いて展開することで管腔側

が外側を向くようになり、絨毛がむき出しの状態となった。これをwhole mount小腸として用いた。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図ⅱ 共焦点レーザー顕微鏡によるwhole mount小腸の絨毛先端部の画像の取得方法 

この図では、whole mount小腸を共焦点レーザー顕微鏡で撮影する方法を示した。まず、vector shield

でマウントされたwhole mount小腸を、ガラスベースディッシュの上に置いた。次に、このwhole 

mount小腸の上に少量の vector shieldをマウントした。最後に、18mmx18mmのカバーグラスを空気

が入らないように上から被せて組織を固定した。撮影の際は、絨毛の先端に焦点にレーザーを当て、

画像を取得した。 

 

 

 

  



 

 

図ⅲ 筋層から腸粘膜を剥離させる方法 

この図では、胎児期および新生児期マウスの小腸の腸上皮を擦り取る手法を示した。まず、図ⅰで示

したようにwhole mount小腸を取得し、dishの上に乗せる。次に、目開き 300µm のナイロンメッ

シュ（細かく切ったサンプルパック）をwhole mount小腸の上に乗せ、およそ 600μlの ice-cold PBS

（-）を加える。最後にメッシュをピンセットで固定し、ミクロスパーテルのヘラの部分でメッシュ

の上からwhole mount小腸の上皮を擦りとる。すると、上皮が筋層から分離し、上皮のみを含む PBS

をピペットマンで回収することが可能となる。回収した液から極力、腸間膜や赤血球を除去するた

め、whole mount小腸を得る段階で腸間膜や血管をピンセット等で取り除く。もしくは、回収した

液を遠心した後、ピペットマンを用いて取り除く。 

  



 

 

 

 

 

表 1 VAM遺伝子およびその分類 

酵母で同定された 9種類の VAM遺伝子のうち、クラスⅠに分類される VAM遺伝子を左列に、クラ

スⅡに分類されるVAM遺伝子を右列に記した。また、括弧内には、各々のVAM遺伝子に対応する

VPS遺伝子を記している。 

  



表 2 

 アリル 性別 

プライマーセット Rab7 + Rab7 flox VilCreTg/+ 雄 雌 

Rab7-S15, Rab7-A16 321 bp 831 bp    

Cre-Fw, Cre-Rv   369 bp   

Zfy-Fw2, Zfy-Rv2    195 bp  

  



表 3 

プライマー 配列 詳細 

Rab7-S15 5'- GGATAAAATAGCAGTAAAAGCACGGTCGGG-3' Rab7 intron 3-4, sense strand 

Rab7-A16 5'- GGTGGATTTTTCTGAGTTTGAGGCCAGCCT-3' Rab7 intron 3-4, antisense strand 

Cre-Fw 5'- ACCTGAAGATGTTCGCGATTATCT -3' Bacteriophage P1, Cre recombinase sense 

strand 

Cre-Rv 5'- ACCGTCAGTACGTGAGATATCTT -3' Bacteriophage P1, Cre recombinase 

antisense strand 

Zfy-Fw2 5’-TGGGTAGCCACATGCTTCTTGA-3’ Mouse Y chromosome, Zfy1 locus sense 

strand 

Zfy-Rv2 5’-GGCTCAGCAACATGCCGTTCT-3’ Zfy1 locus antisense strand 

 

 

 

 

 

 

 


